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Uber den Gehalt des Rinderhorns an Aminosduren. 
Nachweis von 1-(-+ )-Norvalin. 


Von 


Emil Abderhalden und Kurt Heyns. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Februar 1932.) 


Die Zusammensetzung des Keratins des Rinderhorns an 
Aminosauren ist bereits im Jahre 1902 von Emil Fischer und 
Th. Dérpinghaus unter Anwendung der Estermethode studiert 
worden. 2) Unsere Untersuchung war durch das Bestreben ver- 
anlaBt, die bei der vollstandigen Hydrolyse von Rinderhorn- 
keratin sich bildenden Abbauprodukte auf das Vorhandensein 
noch unbekannter Verbindungen zu untersuchen, und zwar auf 
dem Wege fraktionierter Krystallisation ohne Anwendung der 
Estermethode bzw. der Verwendung besonderer, zur Abtrennung 
von bestimmten Aminosduren spezifischer Methoden. Auf bisher 
in Proteinen noch nicht festgestellte EiweiBbausteine sind wir 
dabei nicht gestoBen, wohl aber konnten wir als neu fiir die unter- 
suchte Keratinart 1-(—)-Histidin und 1-(+)-Norvalin nachweisen. 
Ferner erhielten wir erheblich mehr Glutaminsiéure (15°/, anstatt 
3°/,), als seiner Zeit Fischer und Dérpinghaus festgestellt 
haben. Im iibrigen stimmen die von uns gefundenen Ausbeuten 
an den iibrigen Aminoséuren innerhalb enger Grenzen mit den 
von den genannten Forschern festgestellten iiberein. Die folgende 
Ubersicht gibt die erhaltenen Resultate wieder: 


1) Diese Z. 36, 462 (1902). 

2) Lysin wurde schon friiher von Hedin, Diese Z. 21, 297 (1895/96), 
nachgewiesen; das gleiche gilt vom Arginin: vgl. Hedin, Diese Z. 20, 186 
(1895), von Cystin: vgl. Mérner, Diese Z. 28, 595 (1899); 84, 207 (1902), 
u. von Leucin und Tyrosin: vgl. Hinterberger, Liebigs Ann. 71, 76 (1849) 
u. Schwanert, ebenda 102, 222 (1857). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVI. 10 
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Tyrosin . 5,3°/, Leucin . . . . 20,69, Arginin. ...... 
Cystin . . 7,2 1,0 
Glykokoli 0,1 Prolin .... 1,4 ee 
Alanin. . 2,2 Phenylalanin . 0,5 Pyrrolidoncarbonséure 0,5 
Valin . . 4,0 Asparaginsiure 65,2 16,23 
Norvalin . 2,0 Glutaminsaure 14,7 0,21 


Was nun den Nachweis von Norvalin anbetrifft, so wurde 
er zunichst in derselben Weise gefiihrt, wie es bei seiner ersten 
Feststellung als Baustein des Globins und Caseins beschrieben 
worden ist), d.h. es wurden die Krystallfraktionen, die die 
Analysenwerte von Aminovaleriansiure ergaben und trotz wieder- 
holter weiterer Fraktionierung immer wieder diese aufwiesen, auf 
Grund ihres Drehungsvermégens in 3 Anteile getrennt. Der eine 
zeigte das Drehungsvermégen des reinen 1|-(-+-)-Valins, némlich in 
20°/,iger Salzsiure + 27—28°. Es folgten dann Krystallfraktionen 
mit einem Drehungsvermégen von 24—26°, und endlich wurden 
solehe erhalten, die trotz wiederholter Unterfraktion in allen An- 
teilen eine spezifische Drehung von etwa 23° in 20°/jiger Salzséure 
aufwiesen. Die Analysenwerte bewiesen einwandfrei, da Amino- 
siuren vorliegen muBten, die zur Gruppe der Aminovalerian- 
siuren gehdrten. Ks blieb jedoch die Méglichkeit, daB ein und 
dieselbe Aminosiure und zwar Valin vorlag. Die verschiedenen 
spezifischen Drehungen der einzelnen Krystallfraktionen konnten 
durch mehr oder weniger umfassende Razemisierung bedingt sein. 
Nun war ‘beobachtet worden, daB die dem Valin entsprechende 
«-Bromisovaleriansiiure bei der Einwirkung von Ammoniak sehr 
langsam Brom abspaltet, wiaihrend «-Brom-n-valeriansaure viel 
rascher aminiert wird. Diesen Umstand benutzten wir, um einer- 
seits die Krystallfraktion, die ein Drehungsvermégen von etwa 
27—28° aufwies, zu identifizieren, und zwar an Hand der Ver- 
folgung der Aminierungsgeschwindigkeit. Weiterhin priiften wir, 
ob es gelingt, Krystallfraktionen mit einem Drehungswert, der 
zwischen demjenigen des Valins und des Norvalins liegt, in Anteile 
zu trennen, die diesen beiden Aminosiuren entsprechen, und zwar 
dadurch, da8 die Aminierung des dem Aminosiéuregemisch ent- 
sprechenden Bromfettsiuregemisches in einem Zeitpunkt ab- 
gebrochen wurde, in dem erfahrungsgemé8 ein hoher Prozentsatz 
an vorhandener «-Brom-n-valeriansiure aminiert sein muBte. Es 


1) K. Abderhalden u. A. Bahn, Ber. chem. Ges. 68, 914 (1930) und 
E. Abderhalden u. F. Reich, Diese Z. 193, 198 (1930). 
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gliickte auf diese Weise in der Tat, vorhandene Gemische beider 
Aminoséuren zu trennen. 

Wir haben zur weiteren Identifizierung die auf dem genannten 
Wege erhaltenen Aminovalerianséuren mit Phenylisocyanat ge- 
kuppelt und die erhaltenen Verbindungen in die Hydantoine 
iibergefiihrt. Zuvor hatten wir mittels synthetisch gewonnenen 
|-Valins und d-Norvalins festgestellt, daB die diesen beiden Ver- 
bindungen entsprechenden Hydantoine sich im Schmelzpunkt und 
im Drehungsvermégen weitgehend genug unterscheiden, um zur 
Identifizierung der beiden in Frage stehenden Aminosiuren heran- 
gezogen werden zu kénnen. Ks zeigte sich, daB die auf dem oben 
beschriebenen Wege uber die zugehérigen Bromsiiuren gewonnenen 
Aminoséuren die Verbindungen darstellten, fiir die sie schon in 
den beiden erwaéhnten Arbeiten gehalten worden sind. Zur Siche- 
rung des Ergebnisses wurde das Verhalten der Verbindungen im 
erhitzten Capillarrohr, und zwar bei Mischung von synthetisch 
bereitetem 1-(—)-3-Phenyl-5-isopropyl-hydantoin mit dem _ ent- 
sprechenden Derivat des durch Aminierung von Bromfettsiure 
erhaltenen Valins untersucht. Ebenso priiften wir den Schmelz- 
punkt eines Gemisches von synthetisch bereitetem d-(-+-)-3-Pheny]- 
5-n-propyl-hydantoin mit dem entsprechenden Derivat des in oben 
beschriebener Weise erhaltenen Norvalins. Endlich mischten wir 
auch gekreuzt, d.h. das Derivat der- Isoverbindung mit dem- 
jenigen der eine normale Kette aufweisenden Aminovaleriansiure. 
Endlich verglichen wir noch das Drehungsvermégen der Hydan- 
toine der aus den Bromséiuren gewonnenen Aminovaleriansiuren 
mit dem der entsprechenden Derivate von synthetisch gewonne- 
nem Valin und Norvalin. Die Tabelle auf S. 140 gibt die er- 
haltenen Resultate wieder. 

Der Umstand, daB die spezifische Drehung der einzelnen 
Hydantoine jener Aminosauren, die iiber die entsprechenden Brom- 
fettsduren erhalten worden waren, etwas niedriger ausfiel als die 
entsprechenden Werte bei den durch Synthese gewonnenen Eiweib- 
bausteinen, ist ohne Zweifel darauf zuriickzufiihren, daB bei der 
Umwandlung der Aminosauren in die zugehérigen Bromsiuren und 
die nachfolgende Aminierung eine geringe Razemisierung ein- 
getreten ist. Eine reiche Erfahrung hat gezeigt, daB eine solche 
bei den erwahnten Umsetzungen sich nicht ganz vermeiden laBt. 

Alle Befunde ergaben eindeutig, daB die Auffindung von 
Norvalin als Baustein von Proteinen als durchaus gesichert an- 
zusehen ist. Nach den im hiesigen Laboratorium vorliegenden 
10* 
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Erfahrungen ist die genannte Aminosiure weit verbreitet.') Ihr 
Nachweis mit der erwihnten Methode ist verhaltnismaBig einfach. 
Sie hat nur den einen Nachteil, daB gréBere Substanzmengen 
erforderlich sind. 

Die direkte Isolierung der iibrigen Aminosiuren begegnete 
mancherlei Schwierigkeiten. Die einzelnen Eiwei8bausteine be- 
einflussen sich gegenseitig sehr stark in ihrer Léslichkeit. So 
konnten z. B. Cystin und auch Tyrosin nicht ihrer Léslichkeit in 
Wasser entsprechend in voller Ausbeute abgeschieden werden, 
vielmehr begleiteten diese Aminosauren leichter lésliche Eiweib- 
bausteine. Ihr Vorkommen wurde mittels der Bleisulfid- und der 
Millonschen Reaktion verfolgt. Fielen diese Reaktionen positiv 
aus, dann wurde die Isolierung der genannten Aminosauren in 
die Hand genommen. Gemische von Cystin, Tyrosin und Leucin 
konnten haufig erst dann in ihre Anteile zerlegt werden, wenn die 
ausgefallenen Krystalle in 5°/,igem Ammoniak aufgelést worden 
waren. Die Losung wurde dann (wenn erforderlich, nachdem 
mittels Tierkohle Entfarbung stattgefunden hatte) mit Essigsiure 
bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt. Es fiel dann Tyrosin 
aus. Wurde jetzt mit verdiinnter Essigsiure schwach angesduert, 
so krystallisierte nach einigem Stehen Cystin aus. Nach genauer 
Neutralisation mit Ammoniak wurde schlieBlich unter vermindertem 
Druck zur Trockne verdampft. Das entstandene Ammoniumacetat 
wurde aus dem Riickstand mit Alkohol herausgelést. Es verblieb 
dann Leucin. Gelang die Reindarstellung von einzelnen Amino- 
siuren nicht bei der Trennung von Gemischen, dann wurden 
Kupfersalze oder aber Derivate (z. B. Hydantoine) dargestellt. 


Experimenteller Teil. 


1 kg mechanisch méglichst weitgehend zerkleinerte Rinderhérner wurde 
mit der 5fachen Menge 30°/,iger Schwefelsaure 16 Stunden unter RiickfluB 
hydrolysiert. Das durch Filtration von geringen Ausscheidungen befreite 
Hydrolysat wurde mit Baryt von der Schwefelsdure befreit und der Barium- 
sulfatniederschlag solange ausgekocht, bis die Ninhydrinreaktion negativ 
ausfiel (14mal mit je 6 Liter Wasser). 

Das angewandte Horn hatte 0,21°/, Asche, nach Kjeldahl! 18,6°/, Stick- 
stoffgehalt und verlor bei 8stiindigem Erwarmen auf 110° in der Trocken- 
pistole 16,23°/, Wasser. 

Die mit dem von Schwefelsiure und Baryt véllig befreiten Hydrolysat 


1) Die Aminierungsgeschwindigkeit von Bromvaleriansaure aus «-Amino- 
valeriansiure aus Tussah-Seide beweist ebenfalls die Anwesenheit von 
Norvalin neben Valin. Vgl. hierzu E. Abderhalden u. K. Heyns, Diese Z. 
202, 37 (1931). 
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vereinigten Bariumsulfatausziige wurden nun unter vermindertem Druck auf 
etwa 12 Liter eingeengt. Die dabei auftretende erste Krystallfraktion wurde 
nach 24stiindigem Stehen abgesaugt und das Filtrat etwas weiter eingeengt. 
Es lieBen sich auf diese Weise ohne Schwierigkeiten 10 Hauptfraktionen aus 
der Lésung krystallisieren. Das Filtrat der 11. Fraktion betrug etwa noch 
800 ccm und stellte einen diinnfliissigen Sirup dar. Durch vorsichtiges weiteres 
Einengen unter vermindertem Druck und mebhrtagiges Stehen im Eisschrank 
gelang es, noch drei weitere Krystallisationen zu erhalten. Der Sirup wurde 
dann verdiinnt und aus der schwefelsauer gemachten Lésung mittels Phosphor- 
wolframséure gefallt. Der Niederschlag wurde in bekannter Weise nach 
Kossel und Kutscher auf Hexonbasen verarbeitet. Das Filtrat wurde 
von Phosphorwolframsaure und Schwefelsaiure befreit und weiter fraktioniert 
krystallisiert. Es konnten so noch fiinf weitere Krystallisationen aus der 
immer starker sirupés werdenden Lésung isoliert werden. Die letzte Fraktion 
zeigte erst nach wochenlangem Stehen im LEisschrank Krystallisation. Aus 
dem zuletzt resultierenden Sirup (etwa 50 ccm), der starke Bleisulfidreaktion 
zeigte, wurde durch Ausfallen mit Quecksilbersulfat Cystin erhalten. Weiterhin 
konnte aus der durch Bariumsulfid von Quecksilber und Schwefelsdure be- 
freiten Lésung durch Kupplung mit Phenylisocyanat das dem Glykokoll ent- 
sprechende Hydantoin erhalten werden. Prolin wurde durch Extraktion aller 
Hauptfraktionen mit absolutem Alkohol gewonnen. 

Die folgende Ubersicht gibt einen Einblick in die Zusammensetzung der 
einzelnen Haupt- und Unterfraktionen: 


Fraktion I—IV. Tyrosin und Calciumphosphat. 
Cystin, Tyrosin und Leucin. 
‘i VI. Cystin, Tyrosin und Leucin. 
“ VII. Tyrosin, Cystin und Phenylalanin. 
VIII. Cystin, Pyrrolidoncarbonsiure und Spuren von Leucin. 


“TX. Cystin und Leucin, Asparaginsaure. 
wm X, XI, XII. Cystin, Leucin, Serin und Tyrosin. Valin stark ver- 
unreinigt. 


™ XIII. Cystin, Tyrosin, Leucin, Valin—Norvalin. 
XIV. Leucin und Serin. 
XV. Valin, Norvalin, Serin. 

Hexonbasen: Lysinpikrat: Schmelzp. 218°, Zers. 240°, Pikrinsaure- 
gehalt: ber. 61,00°/,, gef. 62,079/5, 61,90°/ . 
Histidinpikrolonat: Schmelzp. 228° unter Zers. 
Argininpikrolonat: Schmelzp. 260° unter Zers. 

XVI. Glutaminsaure, Valin, Norvalin, Serin. 
XVII—XIX. Glutaminsaure. 
Glutaminsaure, Alanin und Glykokoll als Hydantoin. 


Nachweis von 1-(-+-) -Norvalin neben I-(-+ ) -Valin. 

Die Fraktionen, deren Stickstoffgehalt auf Aminovalerian- 
siiure hinwiesen, lieBen sich in 2 Anteile sondern: einen Teil B, der 
der spezifischen Drehung nach aus I-(+-)-Valin bestehen muBte, 
und einen zweiten Teil A, dessen Drehung und Eigenschaften auf 
ein Gemisch von Valin und Norvalin hinwiesen. Zu seiner Trennung 
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Uber den Gehalt des Rinderhorns an Aminosauren. 143 
wurde das Gemisch A (zur Kontrolle auch B) mittels Nitrosyl- 
bromids in die entsprechenden «-Bromvaleriansaéuren ibergefiihrt. 
Hierzu wurden 8 g des Aminosiuregemisches in 380 ccm 25°/,iger 
Bromwasserstoffsiure gelést und 15 g Brom hinzugefiigt. Nach 
3stiindigem Durchleiten von Stickoxyd unter Riihren durch die 
auf 0° gekithlte Lésung, wurden nochmals 7 g Brom zugesetzt. 
Darauf wurde weitere 2 Stunden Stickoxyd eingeleitet. Das als 
0] ausgefallene Bromfettsiuregemisch wurde nach Entfernung des 
iiberschiissigen Broms durch Luftdurchsaugen ausgeithert, der 
Ather getrocknet und im Vakuum abgedampft. Die Bromfett- 
siuren gingen bei 12 mm bei 118—122° iiber. Die Ausbeute be- 
trug 2,9 @ (und im Fall B 2,7 g). 


Aufteilung des Gemisches 
durch die unterschiedliche Aminierungsgeschwindigkeit. 

A. 2,2 Bromfettsiure wurden bei 37° mit 25°/,igem waBrigem 
Ammoniak auf 15 eem aufgefiillt. Einem Verbrauch an 8,10 ccm 
n/10-AgNO, entspricht eine Aminierung zu 100°/5. 

1 ccm verbrauchte nach 2 Stdn. 3,05 ccm n/10-AgNO, = 37,66°/, Aminierung. 


leem » 4 , 4,25ccm = 52,47 
eem » 5,06 ccm = 62,47 
leem » 24 6,40ccem = 79,01 
384 ,, 6,98 cem = 86,24 


B. 2 g Bromfettsiéiure wurden bei 37° zu 15 cem mit 25°/,igem 
Ammoniak aufgefiillt und aminiert. Einem Verbrauch von 7,37 ccm 
n/10-AgNO, wiirde eine Aminierung zu 100°/, entsprechen. 


lcem verbrauchte nach 2 Stdn. 0,72 ccm n/10-AgNO, = 9,77°/, Aminierung, 


l ecm » 1,27 0cm == 17,23 
lcem » 7 5 1,99 ccm = 27,00 
l cem » 10 ,, 2,54 ccm = 34,46 
l ecm » 24 ,, 4,21 ccm = §7,12 
lcem » 34 ,, 4,64cecm = 62,96 


Im Falle A wurden 10 cem des Aminierungsgemisches nach 
5 Stunden, im Falle B nach 14 Stunden abpipettiert, wihrend die 
zurickbleibende Fliissigkeitsmenge dazu diente, den weiteren Ver- 
lauf der Aminierungskurve festzustellen. Wie aus den Kurven- 
bildern ersichtlich ist, fallt die Kurve fiir die Aminierungs- 
geschwindigkeit der von vornherein als 1-(-++-)-Valin angesprochenen 
Fraktion B fast mit derjenigen von synthetischer «-Bromiso- 
valeriansiure zusammen, wahrend die Aminierungsgeschwindig- 
keit von A zwischen derjenigen von «-Bromisovaleriansiure und 
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«-Bromnorvaleriansdure liegt. Es lag hier somit ein Gemisch 
beider vor. 

Die nach 5 bzw. 14 Stunden abpipettierten Fliissigkeits- 
mengen wurden sofort mit Bromwasserstoffsiure neutralisiert und 


a) Aminierungsverlauf von synthetischer a-Brom-n-valeriansiure bei 37°. 
b) Aminierungsverlauf von synthetischer a-Brom-iso-valeriansiure bei 37°. 


A. Aminierungsverlauf von Fraktion A aus Rinderhorn, enthaltend 4 Aminovaleriansaure- 
fraktionen mit [«] 2° = + 21,9°, + 23,7°, + 25,8°, + 25,9. 
B. Aminierungsverlauf von Fraktion B, der Valinfraktion aus Rinderhorn bei 37° ({a]?° 
= + 27,3° in 20°, HCl). 
Die gestriohelten Pfeile geben die Stellen der Aminierungsunterbrechung an. 


4mal ausgeiithert. Aus den waiBrigen Lésungen wurden in beiden 
Fallen nach dem Silbersulfat-Barytverfahren die darin enthaltenen 
Aminosiuren isoliert (Fraktionen A, und B,). Die atherischen Aus- 
zige wurden mit ausgegliihtem Natriumsulfat getrocknet. Der Ather 
wurde dann abgedampft und die zuriickgebliebene Bromfettsiure 
weiter aminiert. Die nach 48 Stdn. vorhandenen Lésungen wurden 
ebenfalls mittels der Silbersulfat-Barytmethode auf die gebildeten 
Aminosiuren verarbeitet und lieferten so die Fraktionen A, und B,,. 
In allen 4 Fallen wurden etwa je 0,2 g Aminosiure erhalten. Der 
Aminierungsgeschwindigkeit zufolge mii8te Fraktion A, Norvalin 
entsprechen, wahrend A, hauptsiéchlich aus Valin bestehen miiBte. 
Bei den Fraktionen B, und B, war reines Valin zu erwarten. Die 
Identifizierung erfolgte an Hand der Hydantoine der isolierten 
Verbindungen (vgl. Tabelle auf $.140). Ein weiterer Unterschied 
zwischen Valin und Norvalin besteht darin, daB das erstere keine 
Waldensche Umkehrung bei der Uberfiihrung in die entsprechende 
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Uber den Gehalt des Rinderhorns an Aminosauren. 145 
z-Bromfettsiure und der Riickverwandlung in die zugehdérige 
Aminoséure erfahrt, wahrend das beim letzteren der Fall ist. 


Darstellung von d (+ )-3-Phenyl-5-n-propyl-hydantoin und 1 (—)-3- 
Phenyl-5-isopropyl-hydantoin aus durch Spaltung von dl-Norvalin bzw. 
dl-Valin gewonnenem d(—)-Norvalin bzw. 1(-+-)-Valin. 


1 g d(—)-Norvalin (bzw. 1(+)-Valin) wurde in 40 ccm Wasser gelést, 
mit 9 eem n-Kalilauge versetzt und auf 0° gekiihlt. In diese Lésung wurden 
portionsweise unter Schiitteln 1,2 g Phenylisocyanat gegeben. Von dem ent- 
standenen Niederschlag wurde abfiltriert, die Lésung mit Salzsiure iiber- 
sittigt und die ausgefallene Phenylisocyanatverbindung abgesaugt und mit 
verdiinnter Salzsiure ausgewaschen. Zur Gewinnung des Hydantoins wurde 
etwa 5 Minuten mit Salzsiure 1:1 gekocht. Beim Erkalten bildeten sich lange 
Nadeln, die zur Reinigung in Ather gelést und mit Petrolither gefallt wurden. 

d(-+)-3 Phenyl-5-n-propyl-hydantoin, C,.H,,0,N,, Mol.-Gew. 218. 

0,0294 g verbrauchten nach Kjeldahl 2,70 ccm n/10-H,SOQ,. 

Ber. 12,84°/, N Gef. 12,87°/, N Schmelzp. 112° (unkorr.) 

C,,H,,0,N,, Mol.-Gew. 218. 

0,0360 g verbrauchten nach Kjeldahl 3,32 ccm n/10-H,SQ,. 

Ber. 12,84°/, N Gef. 12,92°/, N Schmelzp. 133° (unkorr.) 

Uber die spezifischen Drehungen beider Kérper vgl. die S. 140 mit- 
ceteilte Tabelle. 


In gleicher Weise wurden nun die, wie oben beschrieben, er- 
haltenen Fraktionen A,, A,, B, und B, in die entsprechenden 
Hydantoine verwandelt (vgl. die erhaltenen Werte in der auf 
S. 140 mitgeteilten Tabelle). 


Ergebnisse. 


Ks wird der Nachweis des Vorkommens von 1(—)-Histidin 
und von 1(-++)-Norvalin im Keratin aus Rinderhorn gefiihrt. Von 
den aus diesem bereits gewonnenen Aminosiuren konnte die Aus- 
beute bei der Glutaminsiure von 3 auf 15°/, erhéht werden. 
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Konstitutionsermittlung 
von aus Eiweif dargestellten Basen III. 
C,H, ,N,0,. 
Von 


Fritz Wrede.') 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1932.) 


Nach den von N.Troensegaard angegebenen Methoden 
wurde eine Anzahl basischer Verbindungen aus Eiwei8 dargestellt. 
die in Form von krystallisierten Salzen zur Analyse gebraclit 
wurden.?) Von mehreren wurde inzwischen die Konstitution fest- 
cestellt.*) Es handelte sich danach um Produkte, die bei der 
Verarbeitung erst sekundaér aus Bausteinen der Proteine durch 
Kinwirkung von Acetylchlorid und Essigsiureanhydrid bzw. auch 
durch die Kinwirkung starker Reduktionsmittel entstanden waren. 
Die bisherigen Ergebnisse haben somit eine Bestatigung der 
Theorie Troensegaards, nach der im Eiweimolekiil haupt- 
siichlich heterocyclische Ringsysteme vorliegen, die bei der Hydro- 
lyse zu Aminosdéuren aufgespalten werden sollen, nicht erbringen 
kénnen. Wir erhielten aber bei der experimentellen Bearbeitung 
des von Troensegaard aufgeworfenen Problems so viele inter- 
essante Hinblicke in die Umwandlungen der verschiedenen Amino- 
siuren — namentlich in bezug auf die Kondensationsfahigkeit 
zu heterocyclischen Systemen —, da8 uns eine weitere Erforschung 
der nach den genannten Methoden gewonnenen Abbauprodukte 
notwendig und wichtig erschien. — Im folgenden soll nun iiber die 
Konstitution und die Bildungsweise einer in einer friiheren Arbeit 
beschriebenen Base‘) von der Formel C,,H,,N,0, berichtet werden. 


1) Mitbearbeitet v. Oscar Milroth, Inaug.-Diss. Greifswald, 1931. 

2) Troensegaard, Wrede u. Mygind, Diese Z. 198, 49 (1930): 
Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 184, 147 (1929); 193, 171 (1930); 199, 
133 (1931); Wrede, Bruch u. Keil, Diese Z. 200, 133 (1931). 

8) Wrede, Bruch u. Keil, Diese Z. 200, 133 (1931); Wrede u. Keil. 
Diese Z. 208, 279 (1931); Wrede u. Feuerriegel, Diese Z. 205, 198 (1932). 

4) Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 198, 52 (1930). 
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Die Darstellung der Verbindung C,,H,,N,0, kurz 
yusammengefaBt werden: Das Protein (Serumglobulin, Serum- 
albumin, Globin, Fibrin und Casein wurden verwandt) wird mit 
Essigsiure und Acetylchlorid gekocht. Das entstandene Produkt 
wird mit Essigsiureanhydrid und Natriumacetat kurz aufgekocht. 
Nach Abdestillieren des Anhydrids wird mit Ather aufgenommen, 
die Atherlésung wird eingedampft, der Riickstand wird im Vakuum 
destilliert. In der Fraktion 80—130° (0,83 mm) findet sich die 
gesuchte Verbindung. Sie wird als krystallisiertes Chloroaurat, 
HAuCl,, isoliert. 

Es wurde schon friiher mitgeteilt, daB die Verbindung gegen 
Mineralsiuren ziemlich empfindlich ist. Wie sich jetzt zeigte, 
erfolgt schon bei kurzem Erwirmen mit verdiinnter Salzsiure 
eine Spaltung, wobei neben 1 Molekiil Essigsiure eine neue Ver- 
bindung von der Formel C,H,,N.0, entsteht: 

C,)H,,N,0, -+ 2H,0 = C,H,,N,0, + CH,COOH . 
Die Verbindung C,H,,N,0,, die sehr hiibsch krystallisiert, hat 
nur noch sehr schwach basischen Charakter. So gibt sie keine 
Salze mehr mit Goldchlorid, Platinchlorid und Pikrinsiure. Das 
Chlorhydrat bildet sich zwar, spaltet aber sehr leicht Salzsiure 
ab, wobei die freie Verbindung in reiner Form zuriickbleibt. Diese 
ist optisch inaktiv. 

Die Verbindung C,H,,N,0, gibt bei mehrstiindigem Erhitzen 
mit 10°/jiger Salzsiure wieder 1 Molekiil Essigsiure ab; dabei 
entsteht eine krystallisierte Substanz von der Formel C,H,,N,0,. 
Es 148t sich zeigen, da8 in ihr racemisches Lysin vorliegt. Seine 
Charakterisierung erfolgte durch das Phenylhydantoin (Formel V1) 
und durch die Kupferchloriddoppelsalze.+) 

Die Base C,)9H,,N,0, ist also eine Verbindung von Lysin 
mit 2 Molekiilen Essigsiure. Die Vermutung lag nahe, daB eine 
solche Verbindung bei der Behandlung des Proteins mit Acety]- 
chlorid oder Essigsiureanhydrid kiinstlich gebildet werden kénnte. 
— Wenn auch bei der oben skizzierten Methode eine Hydrolyse 
des Proteins nicht denkbar ist, so kann doch eine Acetolyse vor 
sich gehen: Es kann sich ein ,,Acetyllysin‘‘ bilden, das dann bei 
weiterer Behandlung mit Acetylchlorid oder Essigsiureanhydrid 
die Verbindung C,,H,,N,0, entstehen laBt. 

Um dies zu priifen, wurde Lysin nach der oben geschilderten 
Weise mit Acetylchlorid und Essigséureanhydrid behandelt. Beim 


1) Wrede, Diese Z. 208, 162 (1931). 
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Aufarbeiten fand sich die Verbindung C,)H,,N,0O, in derselben 
Fraktion, in der sie beim Aufarbeiten von Protein beobachtet 
wurde. — Die Darstellungsmethode wurde variiert: Dabei stellte 
sich heraus, daB die Base C,y)H,,N.O, schon beim Erhitzen von 
d-Lysin mit Hisessig und Acetylchlorid auf 100° entsteht. Die 
Behandlung mit Essigsiureanhydrid und die Vakuumdestillation 
hat somit mit der Bildung des K6rpers nichts zu tun. 

Der Bildungsmodus und die Eigenschaften der erwahnten 
Substanzen weisen darauf hin, daB sie die Formeln I, II und III 
haben. Die Verbindung C,)H,,N,0, (Formel I) ist somit eine 
Kombination eines Oxazolringes mit einem Homopiperidonring. 
Der Oxazolring erklart die Basizitit (einsiurige Base), die leichte 
Spaltbarkeit durch Salzsiiure!) und die optische Inaktivitit. 
Ebenso erklart die Formel die friiheren Beobachtungen: Negativer 
Ausfall der van Slyke-Reaktion, der Methoxyl- und Methyl- 
imidbestimmung, der Diazo- und Millon-Reaktion; negativer 
Ausfall der Versuche, Amino-, Imino- oder Hydroxylgruppen 
durch Acylieren nachzuweisen. — Die Verbindung C,H,,N,0, 
ist ein (Formel II). Die 
Formel erklirt ohne weiteres die Eigenschaften, vor allem auch 
die auffallig geringe Basizitaét. Ein weiterer Beweis fiir die Richtig- 
keit der angegebenen Konstitution liegt darin, daB sich aus Ornithin 
eine homologe Verbindung darstellen laBt (vgl. 8.149), deren 
Konstitution auch noch auf anderem Wege von Bergmann und 
Koster’) gefolgert wurde. 

Durch den geschilderten Reaktionsmechanismus ist auch die 
eigentiimlich leicht erfolgende Racemisation des angewandten 
aktiven Lysins erklirt: Denn in der Verbindung C,)9H,,N,0., die 
sich offenbar sehr bald bildet, ist kein asymmetrisches Kohlenstoff- 
atom mehr vorhanden. Bei ihrer Hydrolyse bildet sich dann 
d,l-Lysin. Erwaihnt mége werden, dai sich bei den im experi- 
mentellen Teil geschilderten Arbeitsbedingungen immer nur ein 
gewisser Teil des angewandten Lysins als Oxazolderivat fassen 
lieB (etwa 33°/, der Theorie). Es scheint beinahe so, als wenn im 
Lésungsmittel Eisessig-Acetylchlorid ein Gleichgewichtszustand 
zwischen Lysin bzw. Acetylderivaten desselben und der Ver- 
bindung C,)H,,N,O, vorliegt; denn beim Erhitzen dieser Ver- 


1) Es handelt sich hier um ein substituiertes Amino-oxazol, das ebenso 
wie die Alkoxy-oxazole Karrers [Helvet. Chim. Acta 7, 763 (1924)] leicht 
hydrolysierbar sein diirfte. 

2) Diese Z. 159, 187 (1926). 
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bindung mit Eisessig-Acetylchlorid auf 100° lieB sich wieder nur 
ein Teil der angewandten Menge in Form des Chloroaurats zuriick- 
gewinnen. — Die iiberraschend schnelle Racemisation, auch die- 
jenige anderer Aminosiuren, in einem Gemisch von Hisessig- 
Acetylchlorid bei 100° wird weiter untersucht werden.!) 

Analog wie aus d-Lysin konnte auch aus d-Ornithin ein 
Oxazolderivat von der Formel C,H,,N,O, dargestellt werden 
(Formel IV). Es zeigt ganz ahnliche Eigenschaften wie die aus 
Lysin gewonnene Base. Bei der vorsichtigen Hydrolyse entsteht 
die Verbindung C,H,,N,0, (Formel V). Diese ist identisch mit dem 
von Bergmann und Ko6ster*) auf ganz anderem Wege dar- 
gestellten d,l-6-Acetylamino-«-piperidon. Bei weiterer Hydrolyse 
gibt sie neben Kssigsiure racemisches Ornithin. 

Von besonderem Interesse ist, daB das Ornithinderivat 
(3H,.N.O, in den ,,Acetylbasen‘, die nach der Vorschrift von 
Troensegaard aus verschiedenen Proteinen dargestellt waren, 
nicht nachgewiesen werden konnte, wahrend die Verbindung 
C1oH,4N,0, sich fast immer fand. Darin diirfte ein weiterer Beweis 
dafiir zu erblicken sein, daB Ornithin als primares Spaltprodukt 
der Proteine — wenigstens der hier untersuchten — nicht in 
Frage kommt. 


CH,—C_N_ CH,-C——_N, CH,—CH—NH 
(CH, | GH, | GH, | 
C—O an OH HO = | CO 07 
| CH, CH, 
| \CH,-N—(CH,CO) \cH,—NH 
I C,9H,,N,0, C,H,,N.0, (Enolform) II C,H,,N,0, 
CH,—CH—NH, H,—C—N 
| 
CH, C—0% 
| COOH 
CH,—NH, 
III (Lysin) IV 
CH,—CH—N, CH,—NH—CO—NH— C,H, 
<> CH, CO 0 (CH,), CO 
CH —NH—CO—N—(,H, 
V C,H,,N,0, VI 


1) Vgl. auch Werner Jansen, Untersuchung iiber Racemisation von 
Aminosauren. Inaug.-Dissert., Greifswald 1930. 
2) A.a. O. 
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Experimenteller Teil. 


Darstellung von (Formel I) 
aus der Base C,,H,,N,O, (Formel I). Das friiher beschriebene 
Chloroaurat von C,)H,,N,0,1) wird in 10°/,iger Salzséure sus- 
pendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt (die Lésung zeigt 
keine optische Aktivitaét). Die filtrierte Losung wird kurz auf- 
gekocht. Mit Goldchlorid entsteht dann kein Niederschlag mehr. 
Man dampft im Vakuum zur Trockne, wobei ein krystallisierter 
Riickstand hinterbleibt. Dieser ist das salzsaure Salz einer Base 
CsH,,N.O, (Formel IJ). Es kann aus Aceton umkrystallisiert 
werden. Beim Trocknen im Vakuum bei 100° gibt es die Salz- 
siure vollstindig ab. — Die so erhaltene salzsdurefreie Ver- 
bindung kann auch auf folgende Weise gewonnen werden: Zu 
dem durch starkes Eindampfen im Vakuum erhaltenen Riick- 
stand gibt man konzentrierte Kaliumcarbonatlésung; es entweicht 
Kohlensiure, auf der Flissigkeit scheidet sich ein Ol ab, das bald 
krystallinisch erstarrt. Es wird gesammelt und aus Aceton unter 
Zusatz von trockenem Ather (Kaltemischung) umkrystallisiert. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren liegt der Schmelzpunkt 
bei 168°. 

4,663 mg Substanz gaben 9,655 mg CO, und 3,44 mg H,O. 

4,652 mg » 9,630mg , , 346mg ,, 

3,730 mg - » 0,525 cem N (23°, 767 mm). 


CH,,N.O, (170,1) Ber. 56,44°/, C 8,309, H —-:16,47°/, N 
Gef. 56,47 , 826 ,, 1638 ,, 


Mol.-Gew.-Bestimmung: 0,440 mg in 5,790 mg Campher 
gelost gaben eine Depression von 15,0°. Mol.-Gew. ber. 170,], 
gef. 2038,0. 

Die Verbindung bildet weiBe, hiibsch ausgebildete derbe 
Nadeln vom Schmelzp. 163°. Sie ist in Wasser ziemlich leicht 
léslich, ebenso in Alkohol, wenig léslich in kaltem Aceton, gar nicht 
léslich in Ather. Sie ist optisch inaktiv. — Die Diazo- und 
Millon-Reaktion ist negativ, mit Pikrinsiiure, Gold- und Platin- 
chlorid entstehen keine Fallungen. — Die Verbindung gibt beim 
Erhitzen mit Acetylchlorid auf 100° (2 Stunden) den Ko6rper 
CioH,4N.O, zuriick. Dagegen erfolgt diese Riickbildung nicht 
durch Kinwirken von kaltem Acetylchlorid; sie erfolgt — wenn 


1) Troensegaard, Wrede u. Mygind, Diese Z. 198, 52 (1930). 
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' auch nur in ganz geringer Menge — beim Hinwirken von Essig- 
' siureanhydrid und Natriumacetat bei 100°. 

: Darstellung von d,l-Lysin aus der Verbindung C,H,,N,0,, Die 
 Verbindung C,H,,N,0, wird durch 4stiindiges Kochen mit 10°/,iger 
| Salzsiiure weiter gespalten (dieselbe Spaltung erfolgt auch, wenn 
die Verbindung C,)H,,N,0, in gleicher Weise behandelt wird). 
' Die Lésung wird im Vakuum zum diinnen Sirup eingedampft. 
' Beim Stehen im Vakuumexsiccator entstehen groBe glasklare 
' Krystalle. Diese werden mit wenig kaltem Alkohol gewaschen, 
dann in wenig heiSem Alkohol gelést. Die filtrierte Lésung 
| wird mit Aceton versetzt, wobei nach kurzer Zeit schéne weiBe 
Nadeln (d,l-Lysindihydrochlorid) ausfallen. Sie werden im Vakuum 
bei 80° ber Calciumchlorid getrocknet, wobei kein nennens- 
' werter Gewichtsverlust beobachtet wird. 


4,696 mg Substanz gaben 5,680 mg CO, und 3,06 mg H,0. 


4,997 mg ” ” 6,065 mg ” ” 3,34 mg ” 
2,911 mg wi » 9,314 ccm N (17°, 754 mm). 
3,449 mg “ » 1,103 mg Cl. 


(219,0) 

Ber. 32,889, C 7,379, H 12,80, Cl 

Gef. 32,98 ,, 12,60 _ 31,99 
33,11 7,48 

Die Substanz bildet weife Krystalle vom Schmelzp. 184° 
E. Fischer und Weigert') geben fiir das salzsaure d,l-Lysin an: 
sintern bei 183°, Schmelzen bei 186°]. Sie lést sich, ebenso wie 
i,l-Lysin, leicht in Wasser, wenig in kaltem Alkohol, maBig leicht 
in heiBem Alkohol; sie ist unléslich in Aceton und Ather. 

Zur weiteren Identifizierung wurden aus der Verbindung 
(sH,,N,O, das Phenylhydantoin und die Kupferchloriddoppel- 
salze hergestellt. 

Phenylhydantoin der Verbindung C,H,,N,0,. Der 
Kérper wird nach der Vorschrift von E. Fischer und Weigert?) 
} hergestellt. Er wird aus heiBem Alkohol umkrystallisiert, die 
Krystalle werden bei 100° im Vakuum getrocknet. 

2,870 mg Substanz gaben 6,885 mg CO, und 1,55 mg H,0. 

CooH».N,O, (366,2) Ber. 65,549/, C —-6,06°/, H 
Gef. 65,43 6,04, 

Die Substanz beginnt bei 182° zu sintern, sie schmilzt scharf 
ei 185°, zeigt somit dieselben Konstanten, die Fischer und 
Weigert fiir das Hydantoin des d,l-Lysins fanden. 


') Ber. chem. Ges. 35, 3772 (1902). *) Ber. chem. Ges. 35, 3777 (1902). 
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Kupferchloriddoppelsalze der Verbindung C,H,,N,0., 
Die Substanzen werden nach friheren Angaben’) dargestellt. 


Blaues Kupfersalz: 
5,851 mg Substanz gaben 6,63 mg CO, und 3,59 mg H,0. 


4,880 mg - .. 0,525 ccm N (19°, 760 mm). 
12,647 mg 8,09 mg AgCl. 
20,262 mg 2,85 mg Cu (elektrolytisch). 


2H,0 = C,,H,.N,0,CuCl, (462,8) 
Ber. 31,11%, H  6,979/, -12,11%/, Cl 13,74°/, Cu 
Cf , - WR 14,07 
Es schmilzt, wie frither fiir das aus d,1-Lysin dargestellte Salz 
angegeben, bei etwa 250—255° unter Aufschaumen. 


Griines Kupfersalz: 
5,955 mg Substanz gaben 5,305 mg CO, und 2,87 mg H,0O. 


3,950 mg 0,323 com N (20°, 763 mm). 
6,108 mg .. 5,844 mg AgCl. 
22,05 mg 4,80 mg Cu (elektrolytisch). 


H,O (298,6) 

Ber. 24,11%/, C 5,40°/, H  9,38°/, N_23,75°/, Cl 21,29°/, Cu 
Gef. 24,30 , 539 9,56 23,67 21,77 

Es fairbt sich, wie verlangt, bei 160° dunkel und schmilzt bei 
etwa 170° unter Aufschéumen. 

Darstellung der Base C,,H,,N,O, (Formel I) aus d-Lysin. | ¢ 
d-Lysindichlorhydrat?) wird nach der Vorschrift von Troense- 
gaard zur Darstellung von Acetylbasen behandelt: Es wird mit 
10 cem KHEisessig, 1 ccm LEisessig~Bromwasserstoff und 5 ccm 
Acetylchlorid unter RiickfluB 12 Stunden gekocht, wobei das 
Acetylchlorid portionsweise zugesetzt wird. Es wird dann im 
Vakuum eingedampft, der Riickstand wird mit Essigsiure- 
anhydrid und Natriumacetat auf 133° erhitzt. Dann wird wieder 
im Vakuum eingedampft und mit viel trockenem Ather verriihrt. 
Die filtrierte Atherlésung wird eingedampft, der Riickstand 
wird im Vakuum destilliert. Die Fraktion, die bei etwa 13!) 
bis 140° Badtemperatur und 0,5 mm Druck iibergeht, bildet eine 
klare dickliche Fliissigkeit (die freie Verbindung C,)H,,N,0,). 
Wird diese in kalter, 10°/,iger Salzsiure gelést und mit Gold- 
chlorid versetzt, so krystallisiert dasselbe Goldsalz vom Schmelz- 
punkt 193° aus, das aus Protein gewonnen war. 


1) Wrede, Diese Z. 208, 162 (1931). 

2) Statt des Chlorhydrats wurde auch das Acetat angewandt, das sich 
in Ejisessig—Acetylchlorid rascher und besser lést. Die Ausbeute war aber 
dabei nicht besser. 
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Es wird nun versucht, die Darstellungsmethode zu _ver- 
einfachen. 10stiindiges Erhitzen von Lysinchlorhydrat mit Essig- 
siureanhydrid und Natriumacetat liBt die Verbindung nicht ent- 
stehen. Sie entsteht auch nicht beim Erhitzen von Lysinchlor- 
hydrat mit einem Uberschu8 von Acetylchlorid auf 100°, ebenso 
nicht beim Erhitzen von Lysinchlorhydrat mit Eisessig und einer 
Spur (2 Tropfen) Acetylchlorid. Als die einfachste Methode erwies 
sich die folgende: 

1 g sehr fein gepulvertes d-Lysindichlorhydrat wird im Rohr 
mit 10 cem KHisessig iibergossen, dazu werden 10 ccm Acetyl- 
chlorid gegeben. Das zugeschmolzene Rohr wird im Wasserbad 
auf 100° erhitzt, bis alles gelést ist (etwa 5 Stunden). Der Rohr- 
inhalt wird im Vakuum bei etwa 70° fast zur Trockne gebracht, 
dann mit etwa 10 ccm Wasser versetzt. Es wird dann mit Salz- 
siure kraéftig kongosauer gemacht und mit 50°/,iger Goldchlorid- 
lésung versetzt. Der Niederschlag wird in heiSem Alkohol gelést, 
zu der Loésung wird etwas Goldchlorid und verdiinnte Salzsiure 
gegeben. Beim Abkihlen krystallisiert das Chloroaurat vom 
Schmelzp. 193° in reiner Form aus. Ausbeute 1 g. 

Die freie Verbindung C,)H,,N,0, kann folgendermafBen 
gewonnen werden: Das Chloroaurat wird in waBriger Suspension 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat wird mit Natrium- 
acetat zur Bindung der Salzsiure versetzt. Es wird im Vakuum 
eingedampft und mehrmals mit Ather ausgekocht. Das Ather- 
extrakt wird eingedampft und im Vakuum destilliert. Bei 1 mm 
Druck und etwa 130—140° Badtemperatur geht die gesuchte 
Verbindung als ein wasserklares, dickliches Ol iiber, das sich in 
Wasser, Alkohol und Ather leicht lést. 

Darstellung der Verbindung C,H,,N,O, (FormelIV) aus d-Ornithin. 
2g fein gepulvertes d-Ornithindichlorhydrat werden mit 15 cem 
Essigsiure und 15 ccm Acetylchlorid im Bombenrohr auf 100° 
erhitzt (etwa 10 Stunden). Der Rohrinhalt wird im Vakuum 
zum Sirup eingeengt; dieser wird in verdiinnter Salzsiure gelést 
und mit 50°/,iger Goldchloridlésung versetzt; es entsteht das 
krystallisierte Chloroaurat. — Zur weiteren Reinigung wird das 
Chloroaurat in warmem Alkohol gelést und durch Zugabe von 
etwas Goldchlorid und verdinnter Salzsiure wieder abgeschieden. 
Ausbeute 0,6 g. 

4,882 mg Substanz gaben 3,740 mg CO,, 1,16 mg H,O u. 1,862 mg Au. 


10,520 mg - » 0,475 com N (18°, 772 mm). 
10,960 mg - » 4,180 mg Au. 
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(520,1) 
Ber. 20,77%, C 2,52, H —-5,38%/, N_—37,92°/, Au 
Gef. 20,90 _,, 2,66 ,, 5,38 38,14, 38,14°/, Au 

Das Chloroaurat bildet millimeterlange Nadeln vom Schmelz- 
punkt 184° (unkorr.), nachdem bei 175° Dunkelfarbung eingetreten 
ist. Es lost sich fast gar nicht in Wasser, wenig in kaltem Alkohol, 
leichter in warmem Alkohol und warmem Aceton. Aus dem Chloro- 
aurat kann die freie Base CgH,.N,O, in der oben (S. 153) ge- 
schilderten Form gewonnen werden. Sie bildet ein wasserklares 
Ol, das sich in Wasser, Alkohol und Ather leicht lést und bei etwa 
130° Badtemperatur und 5 mm Druck siedet. 

Darstellung von d,l-$-Acetylamino-c-piperidon (Formel V) und von 
d,l-Ornithin aus der Base C,H,,N,O,. 1g des Chloroaurats von 
CyH,.N.O. wird in 5 ccm Salzsiure suspendiert und mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat wird kurz aufgekocht, 
wonach eine Probe mit Goldchlorid keinen Niederschlag mehr 
geben soll. Es wird dann festes Kaliumcarbonat bis zur Sattigung 
zugesetzt. Dabei scheidet sich zuerst ein Ol ab, das bald kry- 
stallinisch erstarrt. Es wird abgesaugt und aus Aceton unter Zu- 
satz von etwas trocknem Ather umkrystallisiert. Die Verbindung 
ist identisch mit dem von Bergmann und Koster beschriebenen 
d,1-$-Acetylamino-«-piperidon. 

5,063 mg Substanz gaben 9,965 mg CO, und 3,46 mg H,0. 

4,190 mg m » 0,637 com N (22°, 767 mm). 


(156,1) Ber. 53,809/, C 7,73) —‘17,949/, N 
Gef. 53,67 ,, 7,65 

Die Substanz bildet weiBe Nadeln vom Schmelzp. 187—188° 
(korr.). Sie lést sich leicht in Wasser, in Alkohol und Aceton, sehr 
schwer in Ather. Bei lingerem Kochen mit Saure (4 Stunden, 
10°/,ige Salzsiure) erfolgt Spaltung in Essigsiéure und racemisches 
Ornithin. — Mit Acetylchlorid erfolgt in der Kialte keine Ver- 
iinderung. Beim Erhitzen mit Essigsiureanhydrid und Natrium- 
acetat bei 100° wahrend 5 Stunden bilden sich nur sehr geringe 
Mengen der Verbindung (C,H,,N,O, zuriick. Dagegen wird beim 
2stiindigen Erhitzen mit Acetylchlorid auf 100° die Verbindung 


CyH,.N,0, zuriickgewonnen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit bendtigt wurden. 
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Weitere Untersuchungen tiber das Verhalten des Lactacidogens 
bei der Muskelarbeit. 
Von 


Gert Kraft. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Februar 1932.) 


In einer friiher aus diesem Institut erschienenen Arbeit von 
D. Wilhelmi?) konnte gezeigt werden, daB die EKinwirkung 
ermiidender Reizung auf den Lactacidogengehalt des Froschmuskels 
von der Jahreszeit abhangig ist, derart, daB in einer Versuchsreihe, 
die an Kskulenten von Mitte August bis Ende Oktober vor- 
genommen wurde?), die zu Beginn der Versuchsperiode unter- 
suchten Tiere fast immer eine Verminderung, die am Ende der 
Periode untersuchten jedoch regelmaéBig eine Vermehrung des 
Lactacidogengehaltes nach der Reizung aufwiesen. Im Prinzip 
ahnliche Ergebnisse erhielt D. Wilhelmi auch an Temporarien, 
wenngleich hier hiufig schon wahrend der letzten Augusttage die 
ermiidende Reizung keine Abnahme, sondern im Gegenteil eine 
Zunahme des Lactacidogens bewirkte. Diese Zunahme trat bei 
den zuletzt untersuchten Herbsttemporarien ebenso regelmaBig 
wie bei den Eskulenten in Erscheinung.*) 

In der vorliegenden , auf Veranlassung von Prof. Embden 
vorgenommenen Untersuchung wurden zunichst die jahreszeit- 
lichen Unterschiede im Verhalten des Lactacidogens bei ermiidender 
Reizung weiter verfolgt. Dabei ergab sich, daB im Sommer aus- 
nahmslos eine Verminderung des Lactacidogens als Folge er- 
miidender Reizung isolierter Gastrocnemien auftritt, wihrend die 
bereits von Wilhelmi gefundene lactacidogenvermehrende LEin- 


1) Diese Z. 208, 34 (1931). 
*) Diese Z. 208, 41 u. 42, Tab. III, (1931). 
3) Diese Z. 208, 45 u. 46, Tab. IV, (1931). 
11* 
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wirkung gleichartiger Reizung wahrend des Winters durchaus 
bestatigt werden konnte. 

D. Wilhelmi hat bereits auf die Moéglichkeit hingewiesen, 
daB die von ihr gefundenen jahreszeitlichen Unterschiede im Ver- 
halten des Lactacidogens in ursichlichem Zusammenhang stehen 
kénnten mit der bekannten Verschiedenheit des Glykogengehaltes 
von Sommer- und Winterfréschen. Die experimentelle Priifung 
dieser Frage bildet den zweiten Abschnitt dieser Arbeit, wahrend 
im dritten Abschnitt die bei Reizung von Gastrocnemien im 
lebenden Organismus gewonnenen Ergebnisse geschildert werden. 

Die simtlichen von mir erhaltenen Untersuchungsergebnisse 
sind, wie ich glauben méchte, einer einheitlichen Erklarung zu- 


ganglich. 
Methodisches. 


Alle Versuche wurden an groBen Eskulenten ausgefiihrt. Zur Be- 
stimmung des Lactacidogengehaltes am ruhenden und gereizten Gastrocnemius 
hielt ich mich genau an die von Wilhelmi gemachten Angaben. Die Vor- 
behandlung der Muskeln mittels direkter Reizung war die gleiche wie dort. 
Da immer groBe Wasserfrésche verwandt wurden, geniigte ein Gastrocnemius 
zu jedem Einzelversuch. Stets wurden die Muskeln durch rasches Zerkleinern 
mit der Schere auf eisgekihlter Platte fiir die Fallung vorbereitet. Die Menge 
der zu jedem Ansatz verwandten Muskulatur lag durchschnittlich bei etwa 1 g. 
Zur EnteiweiBung wurden immer 8 ccm des von Embden und Jost?) an- 
gegebenen Trichloressigsiure-Salzsiuregemisches verwandt. Die Weiter- 
verarbeitung der Ansatze erfolgte am nachsten Tag an genau 2 ccm der Fliissig- 
keit in der von Embden und Jost geschilderten Weise.?) RegelmaBig wurden 
Doppelbestimmungen vorgenommen. 

Bei der Durchfiihrung der Glykogenbestimmung befolgte ich die von 
Weber’) gemachten Angaben, nur wurde aus den von Jost*) in einer kiirzlich 
erschienenen Arbeit angegebenen Griinden eine einmalige Umfallung fiir ge- 
niigend erachtet. Die Bestimmung des durch Hydrolyse des Glykogens er- 
haltenen Zuckers geschah nach Hagedorn-Jensen. Die Vorbereitung der 
Muskeln zur Glykogenbestimmung erfolgte stets durch Zerkleinern in 


fliissiger Luft. 


1) Diese Z. 179, 31 (1928). 

2) Die von Cori und Cori [J. of biol. Chem. 64, 561 (1931)] an der von 
Jost und mir angegebenen Lactacidogenbestimmungsmethode neuerlich 
geiibte Kritik hat sich als nicht berechtigt erwiesen. Auch in neuen Versuchen 
war die Ausfillung des Lactacidogens unter den von uns beschriebenen Ver- 
suchsbedingungen ganz vollstaindig, und die an dieser Fallung gewonnenen 
Reduktionswerte wichen nicht von den an reinen Lactacidogenlésungen ohne 
vorherige Fallung ermittelten ab (vgl. eine demnachst in Dieser Z. zu ver- 
éffentlichende Arbeit von Jost). Embden. 

3) Diese Z. 145, 105 (1925). = 

4) Diese Z. 197, 97 (1931). 
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Bei den Versuchen am lJebenden Tier wurde die indirekte Reizung ohne 
Verletzung der auBeren Haut in der von Embden und Jost?) genau be- 
schriebenen Weise ausgefiihrt. Sie erfolgte mit etwa 65 Einzelinduktions- 
schlagen pro Minute. Der Rollenabstand des Induktoriums wurde stets so 
gewahlt, daB der gereizte Muskel méglichst stark zuckte, ohne daB reflektorische 
Bewegungen des ungereizten Schenkels der anderen Seite auftraten. Wahrend 
des Versuches wurden die Tiere é6fters mit Ringerlésung bespiilt, um Aus- 


trocknung zu verhiiten. 
Versuchsergebnisse. 


I. 
Wahrend der ersten Zeit der Hauptversuche wurden Kontroll- 
versuche am rechten und linken ungereizten Gastrocnemius aus- 
gefiihrt und, wie aus Tab. I hervorgeht, immer weitgehende Uber- 


Tabelle I. 


Kontrollbestimmungen 
am rechten und linken ungereizten Gastrocnemius. 


1 29.3. | 19.3. 81's 61,0 63,6 4 

2 | 30.3. | 19.3. 364} 36,0 se 35,7 0,8 

8 | 17.4. | 16.4. 103} 40,2 110} 41,0 2 

4 | 214 | 16.4. 36,7 35,2 4 

5 23.4. | 23.4, 44,6 45,7 2 

6 | 27.4. | 23.4. 314 31,4 30,6 3 

7 | 64.5. | 28.4. 48,5 47,9 12 

| 2.5.) 85 61,3 59,8 59,8 26 

9 | 86 26 41,5 410 | 410 

10 22.6. | 22.6. 304} 994 408 | 496 3 


1) Diese Z. 165, 234 (1927). 
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Tabelle II. 
EinfluB der Jahreszeit auf das Verhalten des Lactacidogens 
bei ermiidender Reizung isolierter Muskeln. 
1 2 3 4 
a b c | d oe. Mehr- 
sphorsa 
E = der Muskulatur des Muskels B 

3 Gastro- | Gastro- Jin °/, in °/, des 
© > | 2 Ss cnemius | cnemius | Musku- Ruhe- 
> mf A B latur wertes A 

1 | 26.3. 19.3 26 38,0 40,8 2,8 +7 

2 | 26.3. | 19.3 26 37,7 46,0 8,3 +22 

8 | 29.3.| 19.3.| 24 49,3 56,7 7,4 +15 

4 | 29.3.| 19.3.| 24 45,1 74,9 29,8 +-66 
10 | 21.4. / 16.4. 15 22,3 36,1 13,8 +62 
11 | 21.4. 16.4. 15 30,9 52,9 22,0 +71 
12 | 23.4. | 23.4. 17 73,9 41,3 32,6 —44 
18 | 23.4, | 23.4. 20 45,1 60,8 15,7 +35 
14 | 23.4. | 23.4. 20 40,3 34,4 5,9 —15 
16 | 27.4. | 23.4. 17 34,8 24,8 10,0 —29 
16 | 27.4. | 23.4. 17 31,8 38,6 6,8 +21 
17 | 28.4. | 23.4. 17 37,3 21,5 15,8 —42 
18 | 28.4. | 23.4. 17 39,7 40,8 1,1 + 3 
19 | 30.4. | 23.4. 17 42.0 50,7 8,7 +21 
20 | 30.4. | 23.4. 17 32,9 35,3 2,4 + 7 
21 4.5. | 23.4. 19 35,8 22,4 13,4 —37 
22 4,5. | 23.4. 19 36,4 20,3 16,1 —44 
23 4.5. | 23.4. 19 43,1 38,0 5,1 —12 
24 | 21.5 8. 5. 14 37,7 43,5 5,8 +15 
2 | 21.5 8. 5. 14 34,5 17,5 17,0 49 
26 | 26.5 8. 5. 20 41,2 40,4 0,8 — 2 
27 | 26.5 8. 5. 20 44,1 32,5 11,6 —26 
28 | 28.5. | 27.5. 16 36,9 30,6 6,3 —17 
29 | 28.5. | 27.5. 16 35,5 29,7 5,8 a 
30 | 29.5. | 28.5. 11 20,3 15,5 4,8 —23 
81 | 29.5. | 28.5. ll 37,1 44,9 7,8 421 
g2 | 8.6./ 2.6. 12 28,2 14,2 14,0 —50 
34 | 12.6.) 11.6. 19 29,3 23,1 6,2 —21 
86 | 16.6.) 11.6. 16 47,8 34,1 13,7 —29 
88 | 25.6 22. 6. 28 36,0 25,6 10,4 —30 
40 | 29.6. | 27.6. 23 46,3 23,0 23,3 —50 
42 | 20.7. | 18.7. 21 30,9 19,3 11,6 —38 
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einstimmung nicht nur der Doppelbestimmungen an der gleichen 
Flissigkeit, sondern auch der auf beiden Seiten ermittelten Werte 
erzielt (gr6Bter Unterschied 4°/, des kleineren Wertes). 

Die Vergleichsbestimmungen am frischen und ermiideten 
Gastrocnemius zu verschiedenen Jahreszeiten sind in Tab. II 
wiedergegeben. Die Angaben der Vertikalreihen 2 und 3 sind 
iiberall als arithmetisches Mittel gut iibereinstimmender Doppel- 
bestimmungen errechnet, deren LEinzelergebnisse der Raum- 
ersparnis wegen fortgelassen wurden. 

Die der Tab. II zugrunde liegenden Versuche erstreckten 
sich auf die Zeit vom 26. Marz bis 20. Juli. Vom 26. Marz bis 
21. April bewirkte ermiidende Reizung stets eine Zunahme des 
Lactacidogens, wie nicht nur aus den mitgeteilten, sondern auch 
aus weiteren 5 Versuchen, die zeitlich zwischen den Versuchen 4 
und 10 lagen, hervorgeht. Ebenso regelmaiBig wie die Zunahme 
des Lactacidogens wahrend des friihen Friihjahrs trat von Anfang 
Juni ab Lactacidogenverminderung ein. Fir diese zweite 
Periode gleichartiger Versuchsergebnisse (8. Juni bis 20. Juli) 
wurde die Hialfte der Versuche, diejenigen mit ungerader Ver- 
suchsnummer, in der Tabelle fortgelassen. 

Wie in der oben erwahnten Arbeit von D. Wilhelmi 
wihrend einer bestimmten Periode des Herbstes die Ergebnisse 
von Versuch zu Versuch schwankten, d. h. als Folge der Reizung 
bald Zunahme, bald Abnahme des Lactacidogens oder auch an- 
niherndes Gleichbleiben beobachtet wurde, zeigte sich auch in 
meinen Versuchen von Ende April bis Ende Mai ein wechselndes 
Verhalten, wie im einzelnen aus den Versuchen 12—31 der Tab. IT 
hervorgeht. 


II. 


Aus den Versuchen der Tab. III, in denen der Glykogen- 
gehalt der frischen Gastrocnemien mit jenem der Semimembranosi 
verglichen wurde, geht hervor, da8 die letztgenannten Muskeln 
einen aéhnlichen, wenn auch etwas niedrigeren Glykogengehalt wie 
die Gastrocnemien zeigten. 

Die in der gleichen Rubrik untereinander mitgeteilten Er- 
gebnisse wurden an von vornherein getrennten Anteilen des bei 
der Zerkleinerung in flissiger Luft erhaltenen Muskelpulvers 
gewonnen. Sie zeigen nicht nur untereinander weitgehende Uber- 
einstimmung, sondern weichen auch kaum von den an den ander- 
seitigen Muskeln gefundenen Glykogenwerten ab. Da zu den 
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Tabelle III. 


Vergieichende Glykogenbestimmungen 
am ruhenden Gastrocnemius und Semimembranosus. 


| 


2 


3 


| 


| 


Versuchs-Nr. 


Versuchs- 


datum 
Frosch- 
sendung vom 


Ruheglykogen in g 
pro 100 g Muskulatur 


Ruheglykogen in g 
pro 100 g Muskulatur 


Gastro- 
cnemius 


A 


Gastro- 
cnemius 


B 


Semi- 
membra- 
nosus A 


Semi- 
membra- 
| nosus B 


Mindergehalt 


des Semimem- 
branosus in 9/, 


des am Gastro- 
| tenen Wertes | 


enemius erhal- 


| 
| 


— 


te 


i 
ow’ 


12. 


| 


8.| 8.8. 


0,531 
0/536} 


0,722 
0721} 0722 


0,444 


0,445 


0,535 
0/539} 0,537 


0,708 


0,468 


0,482 
0,474 


0,667 
0,663 


{0,478 


}0,665 


0,633 
0633/2633 


0,419 
417} 0418 


0,414 


— 


einzelnen Ansitzen bei demselben Versuch ungleiche Mengen 
Muskelpulver verwandt wurden — die Konzentration des Glykogens 
in der Fallungsfliissigkeit also von Fall zu Fall verschieden war — 
scheint aus dieser Ubereinstimmung hervorzugehen, daB die 
neuerlich von Willstatter und Rohdewald!) geéuBerten Zweifel 
daran, ,,ob beim Erhitzen mit 60°/,iger Kalilauge und Fallen mit 
Alkohol die Gesamtmenge des Glykogens erfaBt wird"‘, wenigstens 
fiir die von mir gewahlten Versuchsbedingungen nicht gehegt zu 
werden brauchen. 
Die weitgehende Ahnlichkeit im Glykogengehalt des Semi- 
membranosus und des Gastrocnemius gestattete es, in weiteren 
Versuchen, in denen an den Gastrocnemien der Lactacidogen- 
gehalt im ruhenden und gereizten Zustand verglichen wurde, durch 
Bestimmung des Glykogens am frischen Semimembranosus des 
gleichen Tieres Aufschlu8 auch ber den urspriinglichen Glykogen- 
gehalt der Gastrocnemien zu gewinnen. 
Diese Versuche wurden absichtlich zu einer Jahreszeit an- 
gestellt, wo der Lactacidogengehalt der ermiideten Seite bald eine 
Zunahme, bald eine Abnahme zeigte, um Aufschlu8 dariiber zu 
gewinnen, ob wirklich hoher Glykogengehalt zu Lactacidogen- 
vermehrung, niedriger zu Lactacidogenverminderung bei der 


Reizung fihrt. 


1) Diese Z. 208, 190 (1931). 
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Tabelle IV. 


EinfluB des Glykogengehaltes auf das Verhalten des Lactacidogens 
bei ermiidender Reizung isolierter Muskeln. 


1 2 3 4 
a b c d Lactacidogen- M ehr- od. Ruheglykogen 
HPO Minder- in g pro 100g 
2 > |S Gastro- | Gastro- | in des | Semi- | Semi- 
oS |cnemius|cnemius}| Ruhe- |membra- membra- 
> A B wertes A | nosus A | nosus B 
1 | 24.8. | 20.8. | 10 | 61,2 | 47,9 —21 0,607 | 0,593 
2 | 24.8. | 20.8. | 10 71,1 47,7 —32 0,564 | 0,578 
3 | 24.8. | 20.8. | 10] 71,5 | 51,9 —27 0,715 | 0,756 
4 | 27.8. | 20.8 11 45,7 48,3 + 6 0,903 _ 
5 | 27.8. | 20.8 11 48,2 45,2 — 7 0,780 | 0,744 
6 | 27.8. | 20.8. | 11 | 482 | 33,4 —44 0,626 0,630 
7 | 14.9. | 20.8 19 54,0 61,8 +14 1,049 1,095 
8 | 14.9. | 20.8. | 19 | 183 | 17,8 —a 0,611 | 0,589 
9 | 14.9. | 20.8. | 20 29,4 26,8 — 9 0,796 | 0,815 
10 | 21.9. | 17.9 19 34,4 33,3 — 3 0,772 | 0,774 
11 | 21.9. | 17.9 19 33,3 35,7 + 7 1,140 | 1,120 
12 | 24.9. | 17.9 11 36,1 34,8 — 3 0,871 | 0,844 
13 | 24.9. | 17.9 11 51,6 57,1 +10 1,290 | 1,250 
14 24.9. | 17.9. | 12 | 342 | 360 5 1,030 . 1,050 
15 | 30.9. | 28.9 19 33,8 23,1 -31 0,542 0,554 
16 | 30.9. | 28.9 19 32,5 42,5 +31 1,080 | 1,050 
17 | 30.9. | 28.9 17 40,2 46,4 +15 1,304 | 1,420 
18 | 5.10.| 28.9. | 23 33,5 34,2 + 2 0,935 | 0,985 
19 | 5.10.| 28.9. | 22 28,9 29,7 +3 1,060 | 1,094 
20 | 5.10.| 28.9. | 22 32,2 35,8 +11 1,360 | 1,394 
21} 8.10.| 28.9. | 19 | 57,5 | 46,4 —20 0,660 0,657 
22 | 8.10.| 28.9 27 35,2 43,8 +24 1,520 1,574 
23. | 8.10.) 28.9. | 25 42,0 47,9 +14 1,584 1,525 
24 | 12.10.; 12.10.) 21 39,5 34,1 —13 0,913 | 0,959 
25 | 12.10.; 12.10.| 21 37,8 40,4 +7 1,000 | 0,970 


In der Tat zeigte sich, wie aus Tab. IV, Vertikalreihe 3 und 4 
hervorgeht, daB die stirkste Abnahme des Lactacidogens bei den 
Muskeln mit geringstem Glykogengehalt eintrat, wihrend starke 
Zunahme bei den Muskeln mit dem héchsten Glykogengehalt 
gefunden wurde. Vermehrung des Lactacidogens im ermiideten 
Muskel trat immer dann ein, wenn der Glykogengehalt des Kontroll- 
semimembranosus iiber 1,0°/, betrug, wihrend in allen gleich- 
zeitig angestellten Versuchen, in denen er unter etwa 0,8°/, lag, 
ermidende Reizung eine Verminderung des Lactacidogens be- 
wirkte, die nur ausnahmsweise innerhalb der Fehlergrenze der 
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Bestimmung lag. Bei mittleren Glykogenwerten, die zwischen den 
genannten gelegen sind, fanden sich meist nur geringe Verinde- 
rungen im Lactacidogengehalt nach beiden Richtungen. Ver- 
such 24, wo bei einem Glykogengehalt von iiber 0,9°/, eine merk- 
liche Abnahme des Lactacidogens gefunden wurde, bildet die 
einzige Ausnahme. 

Besonders schlagend geht die Kinwirkung des Glykogen- 
gehaltes auf das Verhalten des Lactacidogens bei der Ermiidung 
aus einigen Versuchen hervor, die am gleichen Tage und an 
Fréschen der gleichen Sendung angestellt wurden. Die Versuche 16 
und 17 zeigen bei einem Glykogengehalt von iiber 1,0°/, eine starke 
Vermehrung des Lactacidogens bei der Reizung, der gleichzeitig 
ausgefiihrte Versuch 15 dagegen eine sehr betrichtliche Ver- 
minderung und dabei den niedrigsten in der ganzen Reihe beob- 
achteten Glykogenwert des Kontrollmuskels (etwa 0,55°/5). Ein 
iihnliches Verhalten zeigen die drei am 8. Oktober vorgenommenen 
Versuche: starke Abnahme des Lactacidogens in Versuch 21 bei 
einem Glykogengehalt von 0,66°/,, starke Zunahme in den Ver- 
suchen 22 und 23 bei einem Glykogengehalt von tber 1,5°/». 

Es ergibt sich also fiir den isolierten Froschmuskel ganz ein- 
deutig die Abhangigkeit des Lactacidogenwechsels bei der Er- 
midung von dem urspriinglichen Glykogengehalt des Muskels. 


ITI. 

Auf welche Weise die das Schicksal des Lactacidogens be- 
stimmende Wirkung des verschiedenen Glykogengehaltes zustande 
kommt, wurde noch nicht im einzelnen untersucht. Angesichts 
der von H. J. Deuticke) im Anschlu8 an vorangegangene Ver- 
suche von Embden und EK. Lehnartz?) iiber die ionale Steue- 
rung des Hexosephosphorséurewechsels festgestellte Tatsache, daB 
Lactationen im Muskelbrei zu einer starken Verminderung der an- 
organischen Phosphorsaure fiihren, wurde besonders die Méglich- 
keit ins Auge gefaBt, daB gerade die stirkere Milchsaéure- 
anhiufung bei Reizung glykogenreicher Muskeln fiir die Ver- 
mehrung des Lactacidogens bei der ermiidenden Reizung isolierter 
Wintermuskeln verantwortlich zu machen sei. 

In einer bereits erwihnten Arbeit von Embden und Jost 
wurde gefunden, daB ganz im Gegensatz zum Verhalten isolierter 


1) Diese Z. 141, 205 (1924). 
2) Diese Z. 184, 243 (1924). 
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Muskeln lange fortgesetzte Reizung der Gastrocnemien am lebenden 
Frosche keine wesentliche Vermehrung der Milchsiure bewirkt. 
Wenn wirklich die regelmaiBige Vermehrung des Lactacidogens 
bei ermidender Reizung isolierter Wintermuskeln durch Milch- 
siureanhaéufung bedingt war, so durfte erwartet werden, daB die 
ohne Milchséureanhéufung einhergehende ermiidende Reizung der 
gleichen Muskeln am lebenden Tier keine Lactacidogenvermehrung 
zustande kommen lieBe. 


Tabelle V. 


Verhalten des Lactacidogens nach lange fortgesetzter Reizung 
des Gastrocnemius am lebenden Frosch. 


1 2 3 4 hug 
al b d | Lactacidogen-| Trocken- § 
| phosphorsaure | |substanz in °/, < 
| 
| Stdn. 
1 14.10.|12.10.| 8/,] 50,4 | 16,8 | —66 — | — 1,256 
2 14,10./12.10.| | 77,7 | 19,6 | —74 — j— 1,334 
3 14.10. | 12.10, | 12 58,6 | 196 | —66 = 1,196 
4 19.10.| 12.10.) 9 64,4 | 218 | —66 | 24,6 | 20,0 | 1,525 
5 19.10.| 12.10.) 9/, | 47,9 | 24,5 | —50 | 23,0 | 22,2 | 1,540 
6 19.10.|12.10.| 93/, | 62,7 | 34,3 | —45 | 24,6 | 23,0 | 1,505 
7 22.10./12.10.| 50,8 | 10,1 | | 208 | 17,7 | 1,320 
8 22.10.|/12.10.| 43/,| 43,5 | 194 | —55 | 25,9 | 19,6 | 1,600 
9 22.10.) 12.10. 5 56,2 | 166 | —70 | 24,4 | 226 | 1,090 
10 | 27.10.| 12.10.) 2 35,5 | 19,1 | —46 19,8 | 19,6 | 1,185 
11 /27.10./12.10.| 2 | 400 | 239 | —40 | 188 | 17.0 | 1,025 
12 | 2.11.|26.10.| 1 48,9 | 363 | —25 | 21,9 | 19,0 — 
Min. 
13 2.11.| 26.10.) 50 | 49,6 | 405 | —18 | 18,7 | 17,6 sy 
14} 2.11./26.10.! 55 | 50,4 | 17,1 | —66 | 20,7 | 19,4 a 
15 | 4.11./26.10.| 50 | 49,8 | 422 | —15 | 229 | 17,4 | 0,964 
16 | 4.11.|26.10.| 60 | 63,7 | 213 | —66 | 232 | 183 | 1,295 


In Tab. V ist eine gréBere Anzahl von Ergebnissen zusammen- 
gestellt, die nach Reizung am lebenden Tier gewonnen wurden. 
Es ist bekannt, daB der am lebenden Frosch gereizte Gastrocnemius 
sehr schwer ermiidbar ist und daB vollstandige Erschépfung kaum 
je erreicht wird. In den ersten Versuchen wurde, um die Muskeln 
moéglichst stark zu ermiiden, die Reizung ununterbrochen bis zu 
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12 Stunden fortgesetzt. Allmahlich kiirzte ich jedoch, wie aus 
Tab. V, Spalte 1d ersichtlich ist, die Reizdauer bis auf 50 Minuten 
ab. Der ermiidete Muskel zeigte iiberall eine betrachtliche Ab- 
nahme des Lactacidogens, trotzdem absichtlich saémtliche Ver- 
suche an glykogenreichen Winterfréschen vorgenommen wurden. 

Schon bei der einfachen Betrachtung war zwischen dem 
ruhenden und dem lange gereizten Muskel ein deutlicher Unter- 
schied erkennbar. Der ermiidete Muskel war im Gegensatz zum 
Ruhemuskel meist dunkelrot und zeigte eine durch Gewichts- und 
Trockensubstanzbestimmung nachweisbare, erhebliche Zunahme 
des Wassergehaltes (vgl. Spalte 4 A und 4B). Fir alle Versuche, 
in denen Trockensubstanzbestimmungen ausgefiihrt wurden, sind 
die in Spalte 2B angegebenen Lactacidogenwerte des gereizten 
Muskels auf den Trockensubstanzgehalt des Ruhemuskels um- 
gerechnet, so daB trotz der meist starken Verwiasserung bei der 
Reizung die beiderseitigen Resultate unmittelbar miteinander 
vergleichbar sind. Fast immer wurde zum SchluB der Glykogen- 
gehalt des Semimembranosus der ungereizten Seite ermittelt. In 
Spalte 5 sind die Mittelwerte gut iibereinstimmender Doppel- 
bestimmungen wiedergegeben. Mit einer Ausnahme lag der 
Glykogengehalt des Vergleichsmuskels iiber 1,0°/. 

Man sieht also, daB in den Versuchen am lebenden Tier, bei 
denen eine stiarkere Milchsiureanhiufung vermieden wird, er- 
miidende Reizung regelméBig zu starker Lactacidogenverminde- 
rung fiihrt, ganz im Gegensatz zum Verhalten bei der Reizung 
isolierter Muskeln zur gleichen Jahreszeit. 

Schon in einer friiheren Arbeit!) wurde der von Jost erhobene 
Befund mitgeteilt, daB das Verhalten der Milchséure nach kurz 
andauernder Reizung des Gastrocnemius am lebenden Tier von 
jenem nach linger andauernder Reizung abweicht. Es kommt 
nimlich nach kurzer Reizung zu einem erheblichen Anstieg der 
Milchsiiure, dem bei weiterer Fortsetzung der Muskelarbeit ihr 
Wiederabsinken im gereizten Muskel folgt. Auch die hohen Milch- 
siurewerte, die Meyerhof nach Reizung am lebenden Frosch 
fand, sind durch die Kiirze der Reizdauer zu erkliren. 

Ich untersuchte daher, ob bei Unterbrechung der Versuche 
nach ganz kurzer Reizdauer — also zur Zeit des voriibergehenden 
Milchsaureanstieges — das Verhalten des Lactacidogens von dem 
nach langer Reizung gefundenen abweicht. 


1) Embden u. Jost, Diese Z. 165, 246 (1927). 
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Tabelle VI. 


Verhalten des Lactacidogens nach kurzdauernder Reizung 
des Gastrocnemius am lebenden Frosch. 


_— 1 2 3 4 5 
* b c d Lactacidogen- 8 
phosphorsaure |substanz in °/,| 2 
4 3 der Muskulatur Muskulatur | .= 
Pi S |e |Mn ise 
1 4.11. | 26.10 17 | 52,3 | 765 -|- 46 22,3 18,3 1,220 
2 4.11. | 26.10 12 | 484 | 66,2 -+ 30 — — 1,240 
8 9.11. | 26.10 10 | 53,4 | 52,3 — 2 21,7 19,9 1,543 
4° 9.11. | 26.10 13 | 49,1 44,5 — 9 21,9 17,1 1,495 
5 | 9.11. | 26.10 10 | 58,1 62,8 + 9 20,8 18,1 1,190 
6 9.11. | 26.10 14 | 62,1 69,6 + 12 21,2 18,2 1,455 


In Tab. VI ist das Ergebnis der sechs von mir ausgefiihrten 
Versuche niedergelegt. Die Reizdauer lag zwischen 10 und 17 Mi- 
nuten (Spalte 1d). Aus Vertikalreihe 3 ergibt sich, daB 4mal eine 
auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegene Zunahme 
des Lactacidogens erfolgte. Einmal blieb der Lactacidogengehalt 
annihernd gleich und einmal fand sich eine geringe Abnahme. 
Dieser Befund wiirde ohne weiteres als verstandlich erscheinen, 
wenn die Annahme zutrafe, daB der Milchsiuregehalt des Muskels 
fiir das Verhalten des Lactacidogens bei der Ermiidung von ent- 
scheidender Bedeutung ist. 

Hier sei auch ein Befund erwahnt, den ich bei den Versuchen 
am lebenden Tier erheben konnte. Nachdem sich der gereizte 
Gastrocnemius anfangs maximal kontrahiert hat, was sich am 
besten beobachten laBt, wenn man ihn zwischen 2 Finger nimmt, 
tritt nach etwa 10—20 Minuten eine Periode ein, in der der Muskel 
hart wird und sich immer schlechter kontrahiert, bis schlieBlich 
iiberhaupt kaum noch eine Zuckung zu fihlen ist. Nach einiger 
Zeit — etwa nach weiteren 10—-25 Minuten — fangt der Muskel 
an, wieder besser zu arbeiten und zuckt dann ununterbrochen 
mit nur langsam verminderter Starke viele Stunden lang. 

Nachdem jeder Verdacht einer mangelhaften Versuchstechnik 
ausgeschaltet worden war, und sowohl Stromverstirkung wie 
Siubern und hiaufiges Verschieben der Elektroden zu keiner 
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Kontraktion fiihrte, und dieser Zustand sich bei jedem Versuch 
wiederholte, konnte kein Zweifel mehr daran bestehen, daB eg 
sich um eine unter den gewahlten Versuchsbedingungen regel- 
maBig auftretende biologische Erscheinung handelt. 

Wie aus den Versuchen der Tab. VI hervorgeht, kommt eg 
etwa um die gleiche Zeit, zu der die voriibergehenden Ermiidungs- 
erscheinungen auftreten, zu einer Steigerung des Lactacidogen- 
gehaltes, die nach dem Verlauf der Versuche mit langerer Reiz- 
dauer (Tab. V) ebenso wie die Ermiidung als voriibergehend an- 
gesehen werden muB. Diesem Lactacidogenanstieg entspricht, wie 
wir eben sahen, auch eine voriibergehende Vermehrung der 
Milchsaure. 

Es liegt gewiB nahe, daran zu denken, daB durch starke An- 
hiufung von Milchsiure der Lactacidogenwechsel so sehr im Sinne 
der Synthese beeinfluBt werden kann, daf die zur Kontraktion 
des Muskels nétige Spaltung der Hexosemonophosphorsaure aus- 
bleibt. Die Frage, ob auch am isolierten Muskel starke Anhaiufung 
der Milchsiure, wie sie z.B. im hohen Tatigkeitsmilchsiure- 
maximum wihrend des Winters zum Ausdruck kommt, gerade 
durch Hemmung der Lactacidogenspaltung die weitere Kontrak- 
tion des Muskels unméglich macht, soll hier nicht naher erértert 
werden. T'rife dies zu, so wiirde die Milchséure eben deswegen als 
Ermiidungssubstanz wirken, weil ihre Anhiufung die Spaltung der 
Hexosemonophosphorséure hemmt. 

Den Beobachtungen iiber die voriibergehende Ermiidung bei 
der Muskelreizung am lebenden Frosch entsprechen vielleicht 
auch Erscheinungen, die allgemein bekannt und fir die Sports- 
physiologie bedeutungsvoll sind. Gerade kurze Zeit nach Beginn 
einer groBen Muskelanstrengung tritt die Miidigkeit am starksten 
in Erscheinung, und erst wenn dieser ,,tote Punkt‘ itberwunden 
ist, kehren die Muskeln zu neuer Leistungsfaihigkeit zuriick 
(,,second wind“). Schon verschiedentlich hat man diese Tatsache 
zu erkliren versucht und dabei der Milchséureanhéufung eine 
wichtige Rolle fiir das Zustandekommen des ,,toten Punktes® zu- 
gewiesen, sowie den daran anschlieSenden ,,second wind‘ mit 
ihrer Wiederbeseitigung in Zusammenhang gebracht. In den Ver- 
suchen von Snapper!) wurde iiberdies die Erholung durch die 
Sekretion eines stark milchséurehaltigen SchweiBes eingeleitet. 
Es muB also als méglich angesehen werden, da8B auch beim Menschen 


1) Biochem. Z. 206, 331 (1929). 
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der ,,tote Punkt* durch eine Behinderung des Lactacidogenabbaues 
infolge von Milchséureanhiufung im Muskel bedingt ist.) 


Zusammenfassung. 


1. Die bereits in einer fritheren Arbeit aus dem _hiesigen 
Institut beobachteten jahreszeitlichen Unterschiede im Verhalten 
des Lactacidogens bei ermiidender Reizung isolierter Frosch- 
muskeln werden weiter verfolgt und auf die bekannten jahreszeit- 
lichen Verschiedenheiten des Glykogengehaltes zuriickgefiihrt. 

2. Im Gegensatz zum Verhalten isolierter Muskeln fiihrt 
ermiidende Reizung am lebenden Frosch ausnahmslos zu einer 
starken Abnahme des Lactacidogens. 

3. Nur kurze Zeit nach Beginn der Reizung kommt es auch 
am lebenden Frosch —— etwa gleichzeitig mit starker Milchsiure- 
anhiéufung und Verminderung der Leistungsfaihigkeit —- zur Ver- 
mehrung des Lactacidogens. Wird die Reizung geniigend lange 
fortgesetzt, so sinkt der Gehalt des Muskels an Lactacidogen und 
an Milchsaure wieder ab und gleichzeitig tritt weitgehende Wieder- 
herstellung der Arbeitsfaihigkeit ein. 


1) Nach AbschluB meiner Versuche erschien eine Untersuchung von 
B. Carlstré6m [Skand. Arch. Physiol. 68, 182 (1931)], der die Kreuzlihme 
der Pferde, die im Falle ihres gutartigen Verlaufs eine ausgesprochene Ahnlich- 
keit mit den voriibergehenden Ermiidungserscheinungen bei sportlichen 
Leistungen hat, ebenfalls mit vermehrter Milchsiurebildung in Zusammen- 
hang bringt. Er fand, daB auBer anderen Umstanden namentlich auch kohle- 
hydratreiche Nahrung und jahreszeitliche Unterschiede im Glykogengehalt 
der Pferdemuskeln zur Milchsiureanhéufung und dadurch zur Kreuzlahme 
pradisponieren. 


h 
4 “igh 
- 
8 
; 
i 
4 
| 
J 
8 
Le 
t 
. Ae 
k 
le 
‘ 


168 


Die quantitative Bestimmung von Kohlienoxyd im Blut. 


Von 


J. Herrmannsen und H. W. Knipping. 


(Aus der Direktorialabteilung [med. Univ.-Klinik Hamburg] des Eppendorfer Krankenhauses.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1932.) 


I. 

Die Zahl der Kohlenoxydvergiftungen hat im letzten Jahrzehnt zu- 
genommen, in erster Linie durch die stark ansteigende Verwendung von 
Explosionsmotoren. Bei den groBen Dampfkesselfeuerungen ist die Kohlen- 
oxydgefahr eher geringer geworden, seitdem vielfach durch fortlaufende 
analytische Kontrolle der Rauchgase die Verbrennung nach Méglichkeit bis 
zur Kohlensaure geleitet wird. Es ist anzunehmen, daB auch die Zahl der 
ibrigen industriellen Kohlenoxydvergiftungen eher abgenommen hat in dem 
MaBe, wie die mannigfachen Schutz- und SicherheitsmaBnahmen verfeinert 
worden sind. Gewerbliche Kohlenoxydvergiftungen durch Leuchtgas sind 
recht selten. Dagegen ist die Zahl der Kohlenoxydvergiftungen durch Leuchtgas 
bei Selbstmorden und Selbstmordversuchen in jiingster Zeit erheblich an- 
gestiegen. Wir haben in den letzten Jahren Hunderte von schweren Ver- 
giftungen dieser Art beobachten kénnen und werden unsere klinischen Befunde 
spiter und an anderer Stelle mitteilen. In dieser Mitteilung beschrinken wir 
uns zunichst auf die Wiedergabe der Methoden zur quantitativen Kohlen- 
oxydbestimmung in Gasgemischen und Blut, welche wir fiir unsere klinischen 
und experimentellen Untersuchungen iiber die Kohlenoxydvergiftung aus- 
gearbeitet haben. 


Wir schicken voraus, da8 sich uns die Jodpentoxydreduktion 
mit anschlieBender Jodometrie am besten bewahrt hat. Die 
Methode ist mit einfachen Mitteln durchfiihrbar, und es laBt sich 
auch eine recht betrachtliche Genauigkeit damit erreichen. Sie 
ist schon von Martinek und Marli') und von Pilaar?) fiir die 
Blutuntersuchung angewandt worden. Indessen sind die Angaben 
in der neueren chemischen Literatur *) iiber den Verlauf der 
Jodpentoxydreduktion, die Bestindigkeit des Pentoxyds bei den 
gebriuchlichen Reaktionstemperaturen und die Sicherheit der 


1) Amer. J. publ. Health 19, 293 (1929). 
2) J. of biol. Chem. 88, 43 (1929). 
3) Schmidt, Z. f. angew. Chem. 44, 152 (1931). 


ul 
O} 
dé 
gel 
dic 
de: 
Ke 
gal 
Ge 
dic 
Ve 
mi 
un 
da: 
be: 
rec 
gle 
ist. 
vo! 
ab: 
bl: 
lise 
jed 
CO 
tio 
sat 
ist 
ers 
ers 
fin 
rol 
un 
Te] 
ve) 
pre 
we 


Die quantitative Bestimmung von Kohlenoxyd im Blut. 169 


quantitativen Uberfiihrung des Jods noch sehr widerspruchsvoll, 
und wir haben deshalb mit der Untersuchung von reinem Kohlen- 
oxyd und Kohlenoxydluftgemischen begonnen und haben erst 


dann die Untersuchungen auf die Kohlenoxydbestimmung im 
Blut ausgedehnt. 


Bestimmung von Kohlenoxyd in Gasgemischen. 


Mehrere Reaktionen des Kohlenoxyds kénnen fiir die Analyse nutzbar 
gemacht werden. In erster Linie die Oxydation von Kohlenoxyd zu Kohlen- 
dioxyd. Beim Einleiten von Kohlenoxyd in waBrige Metallsalzlésungen 
(PdCl,, PtCl,, AuCl,; in neutralem und alkalischem Milieu) findet schon in 
der Kalte Reduktion zu Metall statt. Krystallisiertes Jodpentoxyd wird bei 
90° reduziert. Entweder bestimmt man nun das bei der Reduktion entstehende 
Kohlendioxyd. Es handelt sich ‘ann um einen relativ spezifischen Analysen- 
gang, und andere reduzierende kohlenstofffreie Substanzen stéren nicht. Die 
Genauigkeit des Verfahrens ist aber begrenzt durch die Fehlerbreite der Kohlen- 
dioxydanalyse. Es sei auf die aus unserer Klinik erschienene Arbeit von 
Vollmer’) verwiesen. Das gilt auch fiir die direkte Verbrennung von CO 
mit Hilfe der Verbrennungskapillare in Gegenwart von Sauerstoff. Einfacher 
und eleganter ist es schon, bei der genannten Reduktion von Metallsalzen 
das ausgeschiedene Metall oder beim Jodpentoxyd das freiwerdende Jod zu 
bestimmen. Wenn man das Jodpentoxyd bei 90—130° durch Kohlenoxyd 
reduziert, so reagiert der Wasserstoff, welcher von allen reduzierenden Be- 
gleitern des Kohlenoxyds (z. B. im Leuchtgas) am schwierigsten abzutrennen 
ist, nicht mit. In der Analyse ist weiterhin die Eigenschaft des Kohlenoxyds, 
von Lésungen einiger Metallsalze unter Bildung komplexer Verbindungen 
absorbiert zu werden, viel benutzt worden. Die wichtigste ist die von Le- 
blanc?) entdeckte Verbindung mit Kupferchloriir in neutraler und ammoniaka- 
lischer Lésung. Das sich bildende Carbonylkupferchloriir Cu,Cl,, CO-2H,0O ist 
jedoch wenig bestandig; Druckverminderung, Schiitteln usw. machen geringe 
CO-Mengen wieder frei. Drehschmidt*) hat deshalb die Absorption frak- 
tioniert in mehreren Pipetten ausgefiihrt. Die Anwendung des Kompen- 
sationsprinzips und damit auch die Erreichung einer groBen Empfindlichkeit 
ist durch die Notwendigkeit, fraktioniert zu absorbieren, natiirlich sehr 
erschwert. 


Von den hier kurz gestreiften analytischen Moéglichkeiten 
erschien uns die Jodpentoxydreduktion am meisten aussichtsreich 
fiir unsere Zwecke: sie ist sehr empfindlich (Jodometrie, im Pregl- 
rohr macht schon 1/yo99999 mg Jod schwache Gelbfairbung) elegant 
und leicht ausfiihrbar, in einem genau bekannten und leicht 
reproduzierbaren Temperaturintervall spezifisch, und schlieBlich 
verlauft die Reduktion so schnell, daB man im Gasstrom (50 cem 
pro Minute) CO bestimmen kann. Die Schwierigkeiten sind im 
wesentlichen folgende. 

1) Z. f. d. ges. exper. Med. 78, Heft 1 u. 2 (1931). 

2) C. r. 80, 483 (1850). 3) Ber. chem. Ges. 21, 2158 (1888). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVI. 12 
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1. Man hat darauf hingewiesen, daB es schwer ist, das bei der 
Pentoxydreduktion frei werdende Jod quantitativ iiberzufiihren 
(vgl. oben). Es ist dies jedoch nach unserer Ansicht lediglich eine 
Frage der richtigen Dimensionierung. Wenn man wenige Milli- 
gramm CO bestimmen will, ist es unzweckmaBig mit 50 g Pentoxyd 
zu arbeiten. Die geringe in Frage kommende Jodmenge wird in 
den ersten Schichten des Pentoxyds frei und mu8 nun durch die 
groBe Pentoxydmenge hindurchsublimieren. Wir wenden etwa 
1—2 g Pentoxyd an. DaB alles freiwerdende Jod iiberdestilliert, 
ergibt sich ohne weiteres aus den erzielten Genauigkeiten (vgl. 
unten). Die 1—2 g Pentoxyd verteilen sich im Reaktionsréhrchen 
auf etwa 5 cm Weglinge. Mehr als 2 ccm CO sollen die zu analy- 
sierenden Gasproben (20—500 ccm) und Blutproben (2—8 cem 
Blut) nicht enthalten. Hohere Konzentrationen kommen fiir die 
medizinische Verwendung der Methode auch kaum in Frage. 

2. Ferner wurde angegeben, daf Jodpentoxyd nicht aus- 
reichend bestindig ist und unter den Analysebedingungen auch 
ohne Kohlenoxydanwesenheit Jod abgibt. Unsere Versuche zeigen, 
daB bei richtiger Vorbehandlung des Jodsiureanhydrids des Handels 
kein Jod abgegeben wird. Dabei handelt es sich um die Vortrock- 
nung, die Sicherheit der Trocknung im Versuch selbst und die 
richtige Aufbewahrung des betriebsfertigen Oxydationsmaterials. 

Versuch: Das Reaktionsréhrchen wird mit etwa 1,5 g Jod- 
siureanhydrid des Handels beschickt. Bei 200° wird sorgfiltig 
getrocknete Luft durchgeleitet (100 ccm pro Minute) und das frei- 
werdende Jod bestimmt. In 8 Stunden ist der Gesamt-n/100-Thio- 
sulfatverbrauch 0,27 ccm bei einem Titer von 1,11, also korrigiert 
0,2997 ccm n/100-Thiosulfat. Bei 1stiindigem weiteren Durch- 
leiten von trockener Luft wird kein weiteres Jod mehr frei. Auf 
den mit Kaliumjodid benetzten Porzellanperlen des Absorptions- 
rohrehens ist weder ein Jodschimmer feststellbar, noch ist titri- 

metrisch Jod zu ermitteln. Es wird nunmehr 10 Minuten lang 
mit Wasserdampf bei 20° gesattigte Luft mit einer Geschwindigkeit 
von 10 cem pro Minute durchgeleitet. Ks werden wieder betricht- 
liche Mengen Jod frei. Sodann wird noch 1 Stunde lang mit 
trockener Luft (100 cem pro Minute) nachgespiilt. Korrigierter 
Thiosulfatverbrauch (n/100) war 0,117 ccm. Bei weiterem mebhr- 
stiindigen Durchleiten von trockener Luft wird kein Jod mehr frei. 
Empfehlenswert ist, in der Vorbereitungsphase etwas Kohlenoxyd 
durch die Apparatur zu schicken. Es werden dadurch weniger 
stabile Oxyde (Jodtetroxyd?) herausgenommen. 
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3. Eine dritte sehr wichtige Frage ist nun die nach der Spe- 
zifitat. — Sie interessierte uns weniger, weil wir meist mit reinen 
Kohlenoxydluftgemischen bzw. mit Kohlenoxydhimoglobin und 
nur ganz selten mit Verbrennungsgasen und Leuchtgas selbst 
arbeiteten. Die einschligige chemische Literatur ist sehr wider- 
spruchsvoll. Wasserstoff stért nicht, wenn man die genannte 
Reaktionstemperatur einhalt, das ist wohl heute allgemein an- 
erkannt und konnte auch von uns bestitigt werden. In einer 
Reihe von Vorlagen [H,SO,, rauchende H,SO,, KOH, Aktivkohle,?) 
Rohrchen mit gekiihltem fliissigen Paraffin 0°| kénnen ungesittigte 
organische Verbindungen, saure, basische Gase usw. festgehalten 
werden. Wie weit Methan und seine Homologe stéren, war noch 
unklar. Nach Tausz und Jungmann?) reagiert Methan nicht 
mit. Vandaveer und Gregg’) und Tassily‘) sind entgegen- 
gesetzter Ansicht. Da Methan im Leuchtgas in betrachtlicher 
Menge (in einer Probe 34°/, Methan gegen 8°/, Kohlenoxyd) ent- 
halten ist, haben wir die Einwirkung von Methan auf Jodpentoxyd 
nachgeprift. 

Versuch: Ein Gemisch von Kaliumacetat und Natronkalk 
wurde trocken erhitzt, das entwickelte Gas von geringen Mengen 
Aceton durch Waschen mit Wasser, von Athylen durch Waschen 
mit konzentrierter Schwefelséure gereinigt. Dann noch bei- 
gemengter Wasserstoff stért nicht. 600 ccm Methan machten 
unter den gleichen Bedingungen wie bei der Priifung der Jod- 
pentoxydbestandigkeit (vgl. oben) etwas Jod frei, entsprechend 
einer Menge von 0,08 cem n/100-Thiosulfat (korr.). 

Aus diesen Ausfiihrungen ergibt sich der fiir unsere Zwecke 
ain besten geeignete Aufbau der Methode und Apparatur. 


Versuchsanordnung fiir die Bestimmung von Luftkohlenoxydgemischen. 


Die zu untersuchende Gasprobe befindet sich in einer Biirette 
und wird mit Quecksilber in die Apparatur gedriickt oder wird 
durch die Apparatur gesaugt. Im letzteren Falle wird mit der 
llfachen Luftmenge nachgewaschen. Gesaugt wird am besten 
mit 2 WassergefiBen in bekannter Weise. Der Luftstrom ist dann 
cleichmaBiger als bei der Wasserstrahlpumpe, und man iibersieht 


1) Knipping u. Ponndorf, Diese Z. 160, 25 (1926). 
*) Gas- u. Wasserfach 1927, 43, 1049. 
3) Ind. engin. Chemical Analytical Edition 1929, 129—33. 
*) Bull. Sciences Pharmacol. 30, 513 (1923, Paris). 
12* 
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besser, wieviel Gas schon durchgesaugt ist. Zwischen Biirette und 
Saugvorrichtung ist die Apparatur zur Kohlenoxydbestimmung 
geschaltet. Der Luftstrom geht von der Biirette durch einen mit 
etwas konzentrierter Schwefelsiure beschickten Tropfenzahler zu 
einem Roéhrchen von 10 em Linge und 11 mm lichter Weite, in 
welchem das Wasser quantitativ zuriickgehalten wird. Es enthiilt 
eine 5 cm lange Schicht mit Calciumchlorid granuliert und eine 
8 cm lange, festgestopfte Schicht mit Phosphorpentoxyd. Beide 
Lagen sind durch etwas Glaswolle getrennt. Die Verbindungen 
zwischen Tropfenzihler, Trockenrohr und Jodpentoxydrohr er- 
folgen durch Normalschliffe. Es geniigt aber auch, wenn die Rohr- 
enden so verjiingt sind, daB die Kaliber der zu verbindenden Rohr- 
enden iibereinstimmen. Die Rohrenden werden nahe aneinander 
gebracht. Ein kurzes Schlauchstiick geniigt fiir den dichten Ab- 
schlu8 und kommt mit dem Gas kaum in Beriithrung. Das eigent- 
liche Reaktionsrohr hat dieselben Abmessungen wie das Trocken- 
rohr und enthalt eine nur wenige Zentimeter lange, zwischen Glas- 
wolle liegende Schicht von Jodpentoxyd (vgl. oben). Das Rohr 
liegt so in einer Hohlgranate nach Pregl, daB die Pentoxyd- 
schicht ganz verdeckt ist. Die Hohlgranate ist mit Zylinderél ge- 
fillt und wie iiblich mit Brenner und Thermometer versehen. An 
das Reaktionsrohr schlieBt sich ein mit kleinen Porzellankiigelchen 
(3 mm Durchmesser) gefilltes Absorptionsrohr von 15 cm Linge an, 
welches mit der Saugleitung verbunden ist. Das Absorptionsrohr 
wird mit 10°/,iger Kaliumjodidlésung vor dem Versuch durch- 
spilt. Die Kigelechen sind dann mit Kaliumjodidlésung benetzt 
und halten das aus dem Reaktionsrohr heriibersublimierende Jod 
fest. Die geringen in der Kaliumjodidlésung gelésten Kohlen- 
siuremengen storen die Jodtitration nicht. Damit nun das Ab- 
sorptionsréhrchen sich nicht erwirmt, austrocknet und Jod weiter- 
wandert und zu Verlust geht, empfiehlt es sich, nicht nur bei 
lingeren Versuchen zu kihlen. Es geniigt, das Absorptionsréhrchen 
mit angefeuchteten Filtrierpapierstreifchen zu bedecken, welche 
so gelegt werden, daB an beiden Enden des Absorptionsréhrchens 
einige Porzellankiigelchen sichtbar bleiben. Von der Wasser- 
leitung bzw. emem Wasserbehilter li8t man durch entsprechende 
Drosselung der Leitung pro Minute einige Tropfen Wasser auf 
das Filtrierpapier nachflieBen. Die Kiihlung bleibt dann aus- 
reichend. Die Durchstrémgeschwindigkeit des Gasgemisches kann 
auf 50—100 ccm pro Minute reguliert werden. Die, wichtigste 
Vorarbeit fiir die Analyse ist die sorgfiltige Vorbereitung des mit 
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Die quantitative Bestimmung von Kohlenoxyd im Blut. 


Jodsiureanhydrid gefiillten Reaktionsréhrehens. Wenn man bei 
130—200° trockene Luft durchleitet, so werden, wie oben gezeigt, 
bei der genannten Geschwindigkeit mehrere Stunden lang betricht- 
liche Jodmengen in das Absorptionsrohr iibergefiihrt. Man kommt 
schlieBlich soweit, daB nach Einlegen eines frisch durchgespiilten 
Absorptionsrohres innerhalb 1 Stunde die Porzellankiigelchen rein 
wei bleiben. Wir geben dann etwa 50 ccm Kohlenoxyd durch und 
kontrolieren wiederum die Jodausscheidung bis zum _ volligen 
Verschwinden. Zwischen Gasbiirette und Tropfenzihler ist ein 
Hihnchen eingeschaltet. Bei Beendigung eines Versuches wird 
vor Abstellen der Vakuumleitung und Lésung der Verbindung 
Absorptionsrohr—Reaktionsrohr das Hiaihnchen geschlossen, um ein 
Zuriickschlagen von Schwefelséure zu verhiiten und die Apparatur 
nach auBen hin abzuschlieBen. Das Reaktionsrohr wird nach 
Abnahme des Absorptionsrédhrchens durch ein kleines Stiick 
Schlauch mit Glasstiibchen verschlossen. Man kann eine so vor- 
bereitete und geschiitzte Apparatur lange Zeit unbenutzt stehen 
lassen und viele Analysen machen. Nach je 20 Analysen mu 
allerdings die vertrocknende Schwefelsiure erneuert werden. Vor 
jeder Analyse lassen wir 15 Minuten Luft durchstrémen unter den 
Bedingungen der Analyse. Die Porzellankiigelchen diirfen nicht 
gelb werden. Dann wird die eigentliche Analyse angefangen. 


Versuchsanordnung bei Gegenwart von Wasserstoff, gesattigten, 
ungesattigten Kohlenwasserstoffen, Alkoholen, Ketonen, Aldehyden usw. 


Die genannten Gase und Dimpfe miissen vor der Kohlen- 
oxydbestimmung in Verbrennungsgasen, Leuchtgasen und [vaku- 
aten von Kérperfliissigkeiten entfernt werden, soweit sie bei der 
Jodpentoxydreduktion mitreagieren kénnen. Wasserstoff reduziert 
nicht, wenn man sich streng an die oben gegebene Vorschrift halt. 
Auch Methan reagiert nicht mit (vgl. oben). Was im iibrigen noch 
an begleitenden Gasen und Dimpfen in Frage kommt, wird durch 
folgende Versuchsanordnung festgehalten. Es sind hintereinander 
geschaltet 1 Tropfenzihler mit 3cem rauchender Schwefelsiure, 
eine kleine Waschflasche mit 10 cem konzentrierter Schwefelsiure, 
ein 20 em langes Glasrohr von 15 mm lichter Weite mit je 1 cm 
langen Lagen von Glaswolle, Kaliumhydroxyd, Phosphorpentoxyd, 
Aktivkohle fein granuliert, Kieselsiuregel, fein granuliert, und 
Phosphorpentoxyd. Die einzelnen Lagen sind durch etwas Glas- 
wolle getrennt. Das Absorptionsrohr wird auf der Phosphor- 
pentoxydseite mit dem Jodpentoxydrohr verbunden. Die Glas- 
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wolle ist eingeschaltet zur Bindung der von der rauchenden 
Schwefelsiure abgegebenen und von der konzentrierten Schwefel- 
siure nicht festgehaltenen SO,-Nebel. Glaswolle in dichtgepackter 
Schicht erscheint uns fiir diesen Zweck am besten geeignet. Die 
Glaswolle muB nach etwa 20 Untersuchungen erneuert werden, 
um ein Weiterwandern der 5O;-Nebel in das zum Auffangen des 
Jods bestimmte Absorptionsrohr zu verhiiten. 

Wichtig ist nun noch die richtige Vorbereitung der angewandten 
Aktivkohle und Kieselsiure. Man kann Alkohole, Aceton usw. auch 
in kleinsten Mengen quantitativ binden, wenn man die Kohle und 
die Kieselsiure vorher bei 120° etwa 4 Stunden mit absolut 
trockener Luft durchblast und auch bei der Absorption selbst 
alles Wasser vor der Kieselsiure und der Kohle bindet.!) Alle 
Absorptionsmittel werden fein granuliert, um die wirksamen 
Oberflichen zu vermehren und auch um den Totraum zu ver- 
kleinern. Vom Gesamtinnenraum hingt die AuswaschgroBe (etwa 
1:10) der Apparatur ab. 


Die Titration. 

Wird die eigentliche Jodpentoxydreduktion und Uberleitung des Jods 
in 30 Minuten beendet, so geniigt es, das Jod einmal auszuwaschen und zu 
titrieren. In 15 Minuten wird bei 130° etwa */,, bei 200° in weiteren 15 Minuten 
dann noch der Rest des Jods quantitativ iibergefiihrt. Wir titrieren im all- 
gemeinen mit n/100-Thiosulfatlésung. 1 ccm der n/100-Thiosulfatlésung ent- 
sprechen 0,00127 g Jod = 0,56 ccm CO. Da ein sehr kleiner Tropfen der 
Mikrobiirette ungefaihr = 1/39 Thiosulfatlésung entspricht, so liegt bei 
0,0056 com CO die Grenze der Empfindlichkeit. Man kann natiirlich mit 
0,001 n-Thiosulfatlésung arbeiten; die Notwendigkeit sehr haufiger Titer- 
kontrolle ist allerdings zeitraubend. 

Versuch: Es wurden mit Luft vermischt und auf 500 ccm 
aufgefillt an reinem CO in die Apparatur eingeleitet 1. 2,030 ccm 
reduziert, wiedergefunden 2,026 ccm; 2. 1,724 cem_ reduziert, 
wiedergefunden 1,717 ccm; 8. 4,368 ccm reduziert, wiedergefunden 
4,370 cem; 4. 1,986 cem reduziert, wiedergefunden 1,981 ccm. 

Diese Versuche zeigen zugleich, da8 Kohlenoxyd nicht in 
nennenswerten Mengen von Kohle und Kieselsiure festgehalten 
wird. 

Wechselnde Zusiitze von Methan, Wasserstoff usw. dnderten 
an der genannten Ubereinstimmung von gefundenem Wert und 


dem Wert der Theorie nichts. 


1) Ponndorf u. Knipping, Beitrage z. Klin. d. Tuberkulose 68, Heft 6 
(1928). 
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Die quantitative Bestimmung von Kohlenoxyd im Blut. 175 

Versuch: Es wurden in die Apparatur eingeleitet 3,35 ccm 
CO (reduziert), 2,7 com Wasserstoff (reduziert), 4,2 cem Methan 
(reduziert). Wiedergefunden wurden 3,36 cem CO. 


Die Kohlenoxydbestimmung im Blut.') 


Bei der groBen Empfindlichkeit und Spezifitét der oben ent- 
wickelten Jodpentoxydmethode fiir die Kohlenoxydbestimmung in 
Gasgemischen lag es nahe, diese Methode auch fiir die Kohlen- 
oxydbestimmung im Blut anzuwenden. Kohlenoxyd kann durch 
Vakuum und durch anhaltendes Durchleiten von einem indiffe- 
renten Gase aus dem Blute herausgeholt werden. Die Geschwindig- 
keit der Jodpentoxydreduktion ist so groB, daB Kohlenoxyd im 
Gasstrom bestimmt werden kann. Das, was aus Blut im iibrigen 
an reduzierenden Gasen und Dimpfen durch das Vakuum heraus- 
geholt werden kann, wird in den oben beschriebenen Vorlagen 
leicht zurickgehalten und macht kein Jod frei. Bei der Kontrolle 
der Methode ergaben sich einige fiir das Arbeiten mit Kohlenoxyd- 
himoglobin beachtliche Beobachtungen. Kohlenoxyd wird von 
unverdinntem Blut sehr langsam, von diinnen Hiamoglobin- 
lésungen sehr schnell aufgenommen. Blutverdiinnungen 1:10 
wurden im Kohlenoxydstrom unter Schiitteln erst in etwa 80 bis 
100 Sekunden gesittigt, Blutverdiinmnungen 1:100 schon in etwa 
10 Sekunden. Das Herausholen des CO aus dem Blut durch Vakuum 
bzw. Durchleiten indifferenter Gase ist sehr zeitraubend. Durch 
Erwarmen auf 70—80° und Verdiinnen mit destilliertem Wasser 
kann die Austreibung auf etwa 1 Stunde abgekiirzt werden. Noch 
wesentlich schneller 14Bt sich das Kohlenoxyd durch Ferricyan- 
kalium austreiben, worauf schon Haldane?) aufmerksam gemacht 
hat, z. B. bei Auswaschen von 2 ccm mit CO gesiattigtem Blute 
durch neutrale Gase in 10—15 Minuten. Wir verwenden die 
bekannten Zusaétze Saponin zum Hamolysieren und Octylalkohol 
zur Herabsetzung des Schiumens (Saponin 3,0, Kal. Ferricyanid 8,0, 
Octylalkohol 3,0 ad 1000,0; 10 cem Reagens auf 2 ccm Blut). 


Versuch: 20ccm Blut mit einem Gehalt an Hamoglobin 
von 12,238°/,, wurden nach Verdinnung (1:10 Aqua dest.) mit 
remem Kohlenoxyd gesiattigt. 4 Proben, je 3ccm Blut ent- 


1) Auf die physikalischen Methoden gehen wir nicht ein. Sie erfordern 
viel kompliziertere Apparaturen, und wir sind der Ansicht, daB mit der Jod- 
pentoxydmethode sich die gréBte Empfindlichkeit erzielen laBt. 

*) Haldane, J. of Physiol. 26, 295 (1900). 
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sprechend, wurden wie angegeben verarbeitet. Es wurde ge- 
funden: Probe 1 0,486 cem CO; Probe 2 0,487 eem CO; Probe 3 
0,484 eem CO; Probe 4 0,487 cem CO. Zeitaufwand fiir das 
Sattigen des Blutes mit CO und fiir die 3 Bestimmungen etwa 
2 Stunden. 

Zusammenfassung. 

1. Das bei der Jodpentoxydreduktion freiwerdende Jod laBt 
sich quantitativ in Kaliumjodidlésung iiberfiihren und mab- 
analytisch bestimmen. 

2. Bei richtiger Vorbehandlung ist Jodpentoxyd unter den 
Analysebedingungen ausreichend bestiandig. 

3. Bei der Analyse von Kohlenoxyd mu8 Wasser sehr sorg- 
filtig zuriickgehalten werden. 

4. Methan und Wasserstoff reagieren nicht mit. 

5. Aus kohlenoxydhaltigem Blut laBt sich das Kohlenoxyd 
nach Freisetzen durch Kaliumferricyanid schnell und quantitativ 
auswaschen und mit Hilfe von Jodpentoxyd sehr genau bestimmen. 
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Enzyme und Salzionen. 
Ill. Saccharogenamylase der Blatter verschieden ernihrter Kartoffeln.*) 
Von 
G. v. Doby und E. Szladits. 
Mit 3 Figuren im Text. 
(Mit Unterstiitzung der Széchényi-Wissenschaftlichen Gesellschaft.) 


(Aus dem Agrikulturchemischen Universitétsinstitut Budapest, Ungarn.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1932.) 


Im Jahre 1926 veroffentlichten Doby und Hibbard!) Ver- 
suche, nach denen Blatter von in Sandkulturen gezogenen Zucker- 
riiben, ohne K ernihrt, eine héhere Konzentration an Amylase 
und Saecharase aufwiesen, als Blatter vollernaihrter Pflanzen; 
auch im iibrigen verhielten sich diese Enzyme infolge verschiedener 
Eynahrung verschieden. Die mit Saccharase von an verschiedenen 
Jonen (K+, Ca++, Mgt+, PO,---) hungerndem Penicillium glauc. 
ausgefiihrten Versuche?) ?) konnten diese Ergebnisse bestitigen. 

Wir hatten im Zusammenhang mit auf Moorboden aus- 
vefiuhrten Freilanddiingungsversuchen von Kartoffeln Gelegenheit, 
die oben erwahnten Befunde an der Blitteramylase der Kartoffel 
zu kontrollieren und konnten dieselben vollauf bestitigen, woriiber 
wir in Folgendem berichten. 

Seit den friiheren Befunden iiber den Zusammenhang der 
Enzymkonzentration mit der Jonenernihrung!) erschienen eine 
‘elhe von Ver6ffentlichungen anderer Forscher iiber mit anderen 
Pflanzen und Enzymen gemachte ahnliche Beobachtungen, deren 
Schrifttum aufzuzihlen sich eriibrigt, da dies in einer friiheren 
Veréffentlichung schon enthalten ist.*) Hierzu méchten wir nur 
noch eine Arbeit von J. Tyson‘) reihen, in welcher er unter anderem 
feststellte, daB die Konzentration von Katalase in positivem Sinne, 
ie der Oxydase in umgekehrtem Verhiltnis mit der sonstigen 
Entwicklung von Zuckerriiben sei. Er fiihrte seine Bestimmungen 


*) Die Versuche dieser Arbeit waren im Jahre 1930 beendigt. 
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ohne eine Bestimmung des px-Optimums nicht in ganz frischem, 
sondern bei 4° eine gewisse Zeit gestandenem Material aus und ohne 
Bestimmungen der Wasserstoffzahl, sondern bloB mit einem 
UberschuB von CaCOs. 

Die das Material unserer Untersuchungen liefernden Freiland- 
diingungsversuche wurden mit einer reinen Kartoffelsorte auf 
nihrstoffarmem Moorboden auf dreierlei Parzellen ausgefiihrt: 


1. im Hungerzustand (ungediingt), 
2. kaliernihrt, 
3. vollernaéhrt. 


Zur Bestimmung der Konzentration der Saccharogenamylase 
im Sinne Ohlsons®) benutzten wir die Menge reduzierenden 
Zuckers, welche durch Einwirkung des frischen Blatterbreies auf 
losliche Starke entstanden ist. 

px-Optimum der Saccharogenamylase. Wie aus Fig. | 
ersichtlich, liegt das pu-Optimum dieser Amylase mit Acetat- 


Sf.10* 
440 
120 
400 
80 
& 
~< 
aller hunger 
40 _ _ 
ce 
10 
675 pH 


Fig. 1. py-Optimum der Amylase von Kartoffelblattern. 


puffer bei 38° deutlich bei 6,75 pu, und zwar konstant unter ver- 
schiedenen duBeren Verhiltnissen, also im Hungerzustande, bei 
einseitiger Kali- oder bei Vollernihrung in Blattern verschiedenen 
Alters. 

Die optimale Wasserstoffzahl der Enzyme wird nach Arbeiten 
einer Reihe von Forschern durch verschiedene Faktoren (Tempe- 
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Enzyme und Salzionen. 179 
ratur, Konzentration, Salze, andere Begleitstoffe usw.) etwas 
beeinfluBt*®), aber die dadurch bedingten Schwankungen sind nicht 
so groB, wie sie sonst zwischen den bisher meistens untersuchten 
pflanzlichen und tierischen Amylasen bestehen, indem jene 
meistens zwischen 4,4 und 5,4, letztere iiber 6, meistens auch be- 
trachtlich héher liegen (vgl. die Zusammenstellung bei Doby und 
Brazay’). Aber von diesen Zahlenwerten gibt es Ausnahmen 
so die optimale Wasserstoffzahl der Amylasen von Saccharomyces 
Sake’) (6,5), von der Kartoffelknolle!®) (7,0), von Zuckerriiben- 
blittern’) (6,0) und nun auch, auf Grund vorliegender Versuche, 
von Kartoffelblattern, welche also in dieser Hinsicht denen 
tierischer Amylasen ahnlich sind. Die optimale Wasserstoffzahl 
der Kartoffelpflanzenamylase liegt in den Knollen (7,0) und in 
den Blattern (6,75) sehr nahe beieinander, aber weit entfernt von 
der der meisten anderen Pflanzenamylasen. Es ist vorauszusetzen, 
daB dies ein bezeichnender Unterschied von anderen Amylasen 
ist, daB dagegen der geringe Unterschied zwischen der Blatter- 
und Knollenamylase héchstens von Begleitstoffen verursacht, 
sonst aber kein wesentlicher ist. Es kénnen z. B. Salze, etwa 
Nitrate, die im Kartoffellaub meistens vorkommen’), dafiir ver- 
antwortlich sein, denn z. B. die optimale Wasserstoffzahl der 
Blitteramylase von Zuckerriiben wird durch KNO, um 0,2—0,3 pa 
gegen das Saure verschoben.’) 

In Anbetracht des px-Optimums wurden alle Bestimmungen 
bei 6,75 px ausgefiihrt. 


Temperaturoptimum. Das Temperaturoptimum war unter 
den vorhandenen Bedingungen (px 6,75, in 1°/jiger léslicher Stirke- 
losung, Acetatpuffer) bei 38,8° (Tabelle). Diese Zahl kann aber bei 
weitem nicht Anspruch auf die einer kennzeichnenden Higenschaft 
machen, wie annéhernd das px-Optimum, denn der HinfluB der Be- 
gleitstoffe auf das Temperaturoptimum ist zweifellos betriachtlich 


Temperaturoptimum. 
Hydrolyse ¢ = 240 Min., py = 6,75. — Trockensubstanz = 0,2128 g. 


Temperatur in ° k-104 S f-10* Sf in °/, 
38,0 9,9 17,4 82 
38,3 10,7 18,8 89 
38,8 12,0 23,1 100 
39,0 9,9 17,3 81 


39,4 9,7 17,0 80 
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groBer™), als auf das px-Optimum, welcher Umstand sich z. B, 
auch bei der Amylase der Zuckerriibenblatter bestatigte. 


KinfluB des Alters auf die Konzentration der Amy- 
lase. Die Amylasenwirkung war in jiingeren Blattern gréBer als 
in dlteren, z. B. 

142 


Kin hoherer Gehalt konnte auch bei verschiedenen jiingeren 
Organen der Bohne und der Tulpe??), weiter auch in Zuckerriiben- 
blattern!) 7) nachgewiesen werden. 


EinfluB des Kalihungers auf die Konzentration der 
Amylase. Bei hungernden Pflanzen war die Amylasenkonzen- 
tration stets am héchsten, wie z. B. aus foleender Zusammen- 
stellung erhellt: 


Sf. 104 
(¢ = 30 Minuten, px = 6,75, Temperatur 38°) 
Ernahrung Jung} Alt | Jung] Alt | Jung] — 
ee eee ere 67 | 51 142 | 45 80 64 
4] 10 70 | 24 66 45 
36 | 19 — 4] 


-Vergleicht man die Amylase hungernder Pflanzen mit jener 
der einseitig kaliernihrten, so ist die Konzentration im Hunger- 
zustande etwa 1,3—5,0 mal gréBer; auch bei Vergleich von hungern- 
den mit vollernihrten Pflanzen gibt es keine Ausnahme von dieser 
RegelmaBigkeit. Nicht so klar wird das Bild, wenn man die ein- 
seitig mit K ernahrten mit den vollernahrten vergleicht, wo z. B. 
in einem Fall der Unterschied nur minimal, bei alteren Blattern 
sogar gerade entgegengesetzt gefunden wurde. Der Grund hierfiir 
ist bei Vollernihrung méglicherweise in einer besseren Aufnahme- 
fihigkeit fiir Stickstoff zu suchen, wie dies aus in unserem Institut 
schon abgeschlossenen, aber noch unver6ffentlichten Versuchen 
mit Sprossen von Roggensamen zu schlieBen ist, in denen bei 
Saccharase die Wirkung der Stickstoffernihrung sich eben ent- 
gegengesetzt gestaltete, als die Wirkung anderer Nahrungsionen. 


Eine Erhéhung der Enzymkonzentration im Ionenhunger 
erwihnen, wie wir schon eingangs bemerkten, seit den friiheren 
Befunden*) auch andere Forscher!*), aber es gibt auch entgegen- 
gesetzte Beobachtungen Je nach Pflanze und Enzym. So berichten 
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Englis und Lunt"), in den Blattern der Brunnenkresse durch 
KCl-Gaben in sandigem Boden weniger, im Moorboden mehr 
Diastase erhalten zu haben. Es superponiert sich eben die Wirkung 
der Nahrungsionen. — Viel eingehender befaBbte sich mit dieser 
Frage C. K. Hartt), die mit Zuckerrohr nach dem System der 
Zuckerriibensandkulturen Doby und Hibbards), aber in 
mehrerlei Richtungen sehr umfassende Versuche anstellte und 
z. B. in den Blattern hungernder Pflanzen auch ein Anwachsen 
der Amylasenwirkung feststellte. Bei der Besprechung ihrer Er- 
gebnisse meint sie aber nicht den Hungerzustand fiir die gréBere 
Amylasenkonzentration, wie die beiden letzteren Untersucher, 
verantwortlich machen zu miissen, sondern die in solehen Pflanzen 
vorhandene gréBere Menge von Zuckern, welche dann eine, auch 
synthetisierend wirkende Amylaseerhéhung natiirlich erscheinen 


lieBe. Hierzu ist nun vor allem zu bemerken, da8 es noch keines- ‘ 


wegs bewiesen erscheint, ob die Diastase, dieser ohnehin sehr 
komplexe Enzymbegriff, auch synthetisierend oder nur abbauend 
wirke, denn die alteren Untersuchungen Wolff und Fernbachs 
iiber die Amylokoagulase erhielten in den modernen Untersuchungen 
Nishimuras!*) tiber seine Amylosynthease eine neue Stiitze. 
Aber abgesehen hiervon zeigten auch die Untersuchungen von 
Doby und Kertész?) und Doby und Fehér?) wiber die Saccharase 
von Penicillium glauc., da8, obwohl die Konzentration des Enzyms 
bei Vollernaéhrung in ziemlich breitem Intervall eine unmittel- 
bare Funktion der Konzentration des Nahrungsrohrzuckers ist’), 
die Verhaltnisse bei gleichzeitiger Anderung der Ionen- und Zucker- 
ernihrung sich ganz entgegengesetzt gestalten. Dafiir gaben dann 
Doby und Kertész auch eine Erklirung. Nach dieser miiBte, 
cemiB der groBen Anzahl von Versuchen Eulers, Kuhns und 
anderer, in denen eben die Spaltprodukte die Enzyme hemmten, 
gerade viel Zucker eine kleinere Enzymwirksamkeit verursachen. 
Hierzu kommen noch die neuesten, noch unverdéffentlichten Ver- 
suche von Doby und Mitarbeitern, nach welchen Stickstoff- 
mangel bei Penicillium je nach der Zuckerernihrung eine Erhéhung 
oder Erniedrigung, bei Roggensprossen aber eine Erniedrigung 
der Saccharasenkonzentration zur Folge hat. Obzwar die obige 
Erklirung von Hartt auch richtig sein kann, sind wir doch der 
Ansicht, daB vorerst noch eine groBe Anzahl von exakten Ergeb- 
nissen gesammelt werden muB, bis man dazu zu schreiten vermag, 
das Wesen der immer verwickelter erscheinenden Verhiltnisse zu 
erklaren. 
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Kinwirkung von einigen Salzen auf die Amylasen- 


aktivitét. Nachdem die Wirkung einiger Salze auf die Enzym- FF , 
aktivitiit bei verschiedener Ionenernihrung in Doby und Hib. 
bards Versuchen so groBe Unterschiede verursachte, lieBen wir FP; 


einige Salze (NaCl, NaF, KCl) bei der Hydrolyse durch unsere — , 
verschieden ernihrten Blitterbreie mitwirken, und zwar in 0,001, 
0,01 und 0,1 n-Konzentration bei 6,75 px und 38°. Die Wirkung { by 


Sf q 
300} 
a 
200 200} / mi 
18 OF 480% 
160 a __ (hung Kc) _ 160 sti 
12.0 Ch 12 Of 
100 
80 80 
6 O} 6 of 
40} 4O} lvs 
g001 001 04 2 4 zu 
normalitatd Salze. Tage vO! 
Fig. 2. Einwirkung einiger Salze Fig. 3. Autolyse. 
auf die Amylasenaktivitat. 

war im allgemeinen auch hier in stirker aktivierendem Sinne bei sch 
hungernden, als bei mit K ernéhrten Pflanzen. 

Hinflu8 der Autolyse. Die verstirkende Wirkung der En 


Autolyse war besonders seit Kulers und Willstatters enzym- 
priparativen Forschungen der Gegenstand vieler Untersuchungen, §& i 
so bei Pflanzenamylasen durch Sjéberg!*) und Palladin und 
m Popoff!’). Bei Kartoffelknollen stellte schon der eine von uns 
eine autolytische Verstirkung der Amylasenwirkung (gemessen mit 


der Wohlgemuthschen Methode, also Dextrinogenamylase!) § ,..., 
fest!®) und spéter konnte dies auch in bezug auf die Saccharogen- dase 
amylase bewiesen werden (vgl. Doby und Burger.?®) star] 


In unseren vorliegenden Versuchen lieBen wir den Blatterbrei aa 
; bei pu 6,75 in einer Verdiinnung 1:5 bei 38° autolysieren, wobel cin 
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| sich zeigte, daB nur der Blaitterbrei hungernder Pflanzen eine 
autolytische Verstaérkung erfuhr, wahrend die Amylase bei den 
beiden anderen Ernahrungsarten allmihlich schwand. Es stellte 
_ sich demnach eine scharfe Abhangigkeit der autolytischen Ver- 
_ stirkung von der Ernahrungsweise der Pflanze heraus. 


Kinwirkung von Salzen auf die Autolyse. LieB man 


| bei der Autolyse auch noch Salze (NaCl und KCl 0,1, NaF 0,01 n) 
wnitwirken, so konnte wieder ein bezeichnender Unterschied 
zwischen der Amylasenaktivitét hungernder bzw. mit K ernahrter 
_ oder vollernihrter Pflanzen beobachtet werden. Vor allem beob- 


- achteten wir, daB alle Salze durchweg aktivierten, und zwar am 
stirksten NaF. Dabei war aber das Ausma8 der Aktivierung 


' verschieden, je nach dem Ernahrungszustand der Pflanzen, indem 
die Zahlenwerte der aktivierten Amylase desto hdher ausfielen, 
je starker der Hungerzustand war. Die Reihenfolge der ver- 


 stirkten Wirkung war folgende: 
| Hungerzustand > kaliernahrt > vollernahrt, 
im Hungerzustand: NaF > NaCl > KCI, 
kaliernthrt .. . NaF > KCl > NaCl, 
vollerndhrt .. . NaF > NaCl > KCl. 
Hieraus folgt auch, daB die Wirkung der Salze auf die Auto- 
| lyse ganz verschieden von der auf die Hydrolyse ist, was ebenso 
auch bei Amylase der Kartoffelknollen (vgl. Doby und Burger?®) 
zu beobachten war. — Die Wirkung der Autolyse war, wenn 
vorhanden, beinahe durchweg am 4. Tage am héchsten. 
Diese Befunde sind mit denen der Autolyse der Kartoffel- 
' knollenamylase (Doby und Burger?®) im Einklang, bloB Ver- 
schiebungen quantitativer Art sind zu beobachten. Auch hier 
wirkt NaF am starksten aktivierend. 
Aus allen Versuchen erhellt, daB die Konzentration des 
Enzyms, die Autolyse und die Salzaktivierbarkeit vom Alter 


und vom Ernéhrungszustande in hohem abhingig sind, was 


daher viele Gegensitze im Schrifttum verstindlich erscheinen laBt. 


Versuchsanordnung. 


Die Freilanddiingungsversuche, welche unser Enzymmaterial lieferten, 
wurden auf einem Gute des ostungarischen Niederungsmoors ,,Ecsed“‘ ausgefiihrt, 
dessen Boden den Charakter eines maBig kalkhaltigen, sauren (etwa py 4,5), 
stark pflanzennahrstoffbediirftigen Moorbodens mit einem Humusgehalt von 
21—50°/, hatte. Die Bodenanalysen, sowie die a. a. O. zu veréffentlichenden 
Diingungsversuche mit der Kartoffelsorte ,,Prof. Wohltmann“ deuteten auf 
cin starkes Kali- und Phosphatbediirfnis. 
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Die Pflanzen fiir die Enzymversuche stammten von je 200 qm grofen 
Parzellen, welche fiir diese Untersuchungen eigens bestellt wurden. Die Par. 
zellen bekamen etwa 1 Monat vor dem Setzen folgende Nahrstoffe: 


Fir den Hungerzustand: Keinen Nahrstoff. 

Fir Kaliernihrung: 8 kg 40°/,iges Kalisalz. 

Fir Vollernahrung: 8 kg 40°/,iges Kalisalz. 
8 kg 18°/,iges Superphosphat, 

70 kg gebrannten Kalk. 


Die Blatter wurden in frischem Zustande in einem den Fleischhack. 
maschinen ahnlichen kleinen Prazisionsapparat der Firma Rohrbeck zu einem 
gleichmaBigen Brei verarbeitet, der in einer Verdiinnung von 1:5 mit Toluol- 
wasser tadellos pipettierbar war. Die Zusammensetzung der Hydrolysen. 
fliissigkeit war folgende: 


Mit Starke: Blattersuspension 1:5 ........4... 10 cem 
2°/jige Starkelésung (lésl. Kahlbaum) . . . . 25ccm 


Nullreihe ohne Starke, 


Mit Salzen: Statt des zur Auffiillung benutzten Wassers 10 ccm Salz- 
lésung. 


Die Fliissigkeiten wurden auf 38° vorgewarmt, vermischt und im Thermo- 
staten gehalten (38° +- 0,1°). Zu bestimmten Zeiten wurden der Reaktions- 
fliissigkeit 11 cem entnommen, rasch abgekiihlt, davon 10 ccm zu 1 ccm 
basischer Bleiacetatlésung gesetzt, nach dem Klaren 4 ccm einer 10°/,igen 
krystallisierten Na,CO,-Lésung zugegeben, nach kraftigem Umschiitteln zentri- 
fugiert. Die Reduktionsfihigkeit erhielt man in 10 ccm der geklarten Fliissig- 
keit nach der Mohr-Bertrandschen Methode. Die Werte k und Sf wurden 
nach Euler berechnet: 


1 a 
Sf= k-Maltoseg _ 
Trockensubstanz 


Die Wasserstoffzahl bestimmte man mittels der Chinhydronelektrode. 
Die Autolyse gestaltete sich bei 38° mit einer Verdiinnung des Blatter- 
breies 1:5 und mit Toluol so, wie bei Doby und Kertész.?) 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Saccharogenamylase der Blitter von aui 
maBig kalkhaltigem, saurem Niederungsmoorboden verschieden 
ernihrten ,,Prof. Wohltmann”-Kartoffelpflanzen untersucht, und 
zwar ungediingt im Hungerzustande, einseitig mit Kalidiinger 
ernihrt und mit K, Phosphat und gekalkt vollernahrt. 
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2. Das px-Optimum der Amylase liegt unabhaingig von der 
Ernahrung bei 6,75 (Temperatur 38°, Acetatpuffer). 


8. Das Temperaturoptimum war unter den gewahlten Be- 
dingungen (px 6,75, Acetatpuffer, 1°/, ldsliche Stirkelésung) 
bei 38,8°. 

4. Die Amylasenkonzentration vermindert sich unabhingig 
yom Ernahrungszustand mit dem Alter. 


5. Die Amylasenkonzentration ist im Hungerzustande am 
hochsten. 


6. Salze (NaCl, NaF, KCl) in 0,001—0,1 n-Konzentration 
aktivieren je nach dem Ernahrungszustande, am stirksten NaF 
im Hungerzustande und bei 0,001 n-Konzentration, wihrend es 
bei Vollernihrung in 0,1 n-Konzentration erheblich hemmt. 


7. Durch Autolyse konnte nur bei Blitterbrei hungernder 
Pflanzen (38°, pa 6,75, Verdiinnung 1:5) eine Verstirkung der 
Amylasenwirkung von etwa 40°/, am 4. Tage erreicht werden; 
Blatter kaliernéhrter oder vollernihrter Pflanzen verloren vom 
ersten Tage an allmahlich an Amylasenwirkung. 


8. Salze (NaCl und KCl in 0,1 n-, NaF in 0,01 n-Konzentration) 
verstirken bel px 6,75 ausnahmslos die Wirkung der Autolyse, 
am starksten NaF. Aber auch hier waren bezeichnende Unter- 
schiede infolge der verschiedenen Ernihrung. 


9. Die Amylasenwirkung und die Wirkung der Autolyse gibt 
demnach ein Kennzeichen fiir die verschiedene Ernihrungsweise, 
besonders fiir den Hungerzustand ab. 


10. Die Konzentration der Amylase wurde durch die in einer 
1°/,igen léslichen Stirkelésung bei 38° entstandene reduzierende 
Zuckermenge bestimmt. 
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Uber ,,Atio-mesobilirubin“ 
und das Wesen der Gmelinschen Reaktion. ') 


Von 


Hans Fischer und Erich Adler. 


(Aus dem Organisch-chemischen’ Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Februar 1982.) 


Fir Bilirubin charakteristisch ist die Gmelinsche Farben- 
reaktion. Uberschichtet man eine Lésung von Bilirubin in Chloro- 
form mit konzentrierter Salpetersiure, die salpetrige Saéure enthalt, 
so beobachtet man zuerst ein Farbenspiel iiber Griin, Blau (ein 
Streifen im Rot), Violett (dreibandiges Spektrum), dann Rot nach 
Orangegelb (scharfer Streifen im Blau) und zuletzt Entfairbung. 

Mesobilirubin gibt die gleiche Reaktion, ebenso die Konden- 
sationsprodukte der Neoxanthobilirubinsiure mit Aldehyden, 
wobei die mit aromatischen die einzelnen Phasen der Reaktion 
in besonders ausgezeichneter Weise zeigen. 

Abweichend ist das Verhalten der Kondensationsprodukte 
mit Aceton und mit 4-Methyl]-8,5-dicarbithoxy-2-formylpyrrol. 
Hier zeigt sich das Farbenspiel nicht.?) Tripyrrane*) und Tri- 
pyrrene*) erfiillen die Reaktion auch nicht, ebensowenig Tetra- 
pyrrylathane und Tetrapyrrylithylene, dagegen die Ketazine vieler 
Dipyrrylketone.5) Wir kamen daher zu der SchluBfolgerung, daB 
zum Zustandekommen der Gmelinschen Reaktion neben der 
Anwesenheit von 4 Pyrrolkernen das Entstehen verschiedener 
Oxydationsstufen nétig sei, die durch verschiedene Farben aus- 


1) VII. Mitteilung tiber synthetische Versuche iiber die Konstitution 
des Gallenfarbstoffs. VI. Mitteilung vgl. H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 
200, 209 (1931). 

2) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 218—223 (1931). 

3) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 244 (1931). 

4) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 200, 209 (1931). 

5) H. Fischer u. H. Orth, Liebigs Ann. 489, 66 (1931). 
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gezeichnet sind, womit das negative Verhalten des oben erwihnten 
Kondensationsproduktes mit Aceton verstindlich wird. 

Auffallend ist die negative Reaktion des Pyrrolaldehyd-Kondensations. 
produktes. Hier wird die Aufklarung erfolgen, wenn noch mehr Pyrrolaldehyd- 
Kondensationsprodukte dargestellt sind. 

Zum weiteren Studium waren naturgemaB besonders geeignet 
die bilirubinoiden Farbstoffe, von denen wir in letzter Zeit eine 
ganze Reihe synthetisiert haben, die allgemein die Gmelinsche 
Reaktion geben, aber relativ schwer zuginglich sind. Ein bili- 
rubinoider Farbstoff der Konstitutionsformel III (vgl. unten) hatte 
aus den oben angezogenen Griinden, sowie angesichts des Um- 
standes, daB er die Stammsubstanz des Mesobilirubins ist, ein 
besonderes Interesse und wir haben daher das von H. Fischer 
und Fréwis!) synthetisierte 5-Oxy-5’,4,4’-trimethyl-3, 4’-diadthyl- 
pyrromethen (II) einer naheren Untersuchung unterzogen. Hierfiir 
ist Ausgangsmaterial das besonders leicht zugingliche Krypto- 
pyrrol. Dieses gibt bei der Bromierung u. a. ein gebromtes Methen 
folgender Konstitution I, bei dem der Austausch von Brom gegen 


N N 


I Il 
Methoxyl mit Hilfe von methylalkoholischer Kalilauge durch- 
gefiihrt war.*) Aus dem Methoxykérper laBt sich leicht das Oxy- 
pyrromethen der Konstitution II gewinnen. Bequemer zugiinglich 
ist K6érper II mit Hilfe von Kaliumacetat, eine Reaktion, die in aus- 
gezeichneter Ausbeute die sch6nen, gelben Prismen des genannten 
Oxypyrromethens gibt. Auf Grund unserer in der letzten Arbeit*) er- 
haltenen Resultate war bei der Bromierung von II ein bilirubinoider 
Farbstoff der Konstitution III zu erwarten, das 1,10-Dioxy- 
2,4,7,9- 


H, in ry C,H; (CBs —=,CH 

| | | 


1) Diese Z. 195, 52 (1931). 

*) H. Fischer u. W. Fréwis, Diese Z. 195, 52 (1931). 
3) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 200, 209 (1931). 
4) Zur Nomenklatur vgl. Diese Z. 200, 217 (1931). 
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das also in den niichsten Beziehungen zum Mesobilirubin stehen 
sollte; es ware ein decarboxyliertes Mesobilirubin, also Atiomeso- 
bilirubin. Die Bromierung gelang in der Tat, hatte aber ein recht 
kompliziertes Ergebnis. Mit 2 Mol Brom, die bei der Xantho- 
bilirubinsdure zum Mesobilirubin fiihren, erhalt man hier ein 
kompliziertes Gemisch, aus dem eine Reihe von Farbstoffen isoliert 
werden konnte, die zu III in nahen Beziehungen stehen und nur 
verschiedene Oxydationsstufen des Systems III darstellen, denn es 
gelingt, die Farbstoffe bis auf einen durch vorsichtige Reduktion 
in Kérper III tberzufihren. 


Korper IIT soll noch einer eingehenden Untersuchung unterzogen werden, 
insbesondere sollen die katalytische Reduktion, die Amalgamreduktion und die 
Spaltungsreaktionen zur decarboxylierten Xantho- bzw. Neoxanthobilirubinsiure 
und ihren Reduktionsprodukten bewerkstelligt werden. Kérper III, das véllige 
Analogon des Mesobilirubins, steht in beliebiger Menge zur Verfiigung; die 
Kostenfrage ist hier ausschlaggebend. 


Wie aus den weiteren Ausfiihrungen hervorgeht, entsprechen 
die isolierten Farbstoffe zweifellos den einzelnen Phasen der 
Gmelinschen Reaktion und wir besprechen zunichst ihr Ent- 
stehen. Bei der Brombehandlung von II entsteht ein krystalli- 
siertes Farbstoffgemisch in Form von Bromhydraten, das ebenso 
wie seme Mutterlauge einer systematischen Untersuchung unter- 
zogen wurde. Diese hatte folgendes Ergebnis: 

1. Durch Behandeln der Rohkrystallisation mit Chloroform- 
Soda erhaélt man eine krystallisierte freie Base in dunkelvioletten 
blittchen, die nach der Analyse die Zusammensetzung C;,H3,N,0, 
hat. Die Gmelinsche Reaktion ist bei diesem Korper negativ, 
es erfolgt lediglich ein Umschlag nach Blau, der bedingt ist durch 
die Saure, denn andere Mineralsiuren bedingen genau den gleichen 
Umschlag. Die Konstitution dieses K6érpers ist noch nicht auf- 
geklirt, wir haben seine Untersuchung vorliufig zuriickgestellt. 
Vielleicht ist eine Oxydation der mittelstandigen Methylengruppe 
zur CO-Gruppe erfolgt, eine Auffassung, die am ehesten die Higen- 
schaften des Farbstoffs erkliren kénnte. 

2. Die Mutterlauge des eben beschriebenen Kérpers gibt bei 
zweckentsprechender Verarbeitung einen in smaragdgriinen Nadeln 
krystallisierenden Kérper von der Zusammensetzung C3,H3gN,Ox. 
Die Gmelinsche Reaktion ist hier deutlich positiv, wobei die 
griine Phase natiirlich fehlt. Auf reduktivem Wege ist die Uber- 
fihrung in III méglich. 

3. Bei der Bromierungsreaktion entstand, wie oben aus- 
gefiihrt, Krystallisation der Bromhydrate. Versetzt man die 
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Mutterlauge dieser mit Ather, so kann ein violettes Tribromhydrat 
in krystallisiertem Zustand abgeschieden werden, das durch Be- 
handlung mit verdiinnter Sodalésung und Chloroform in eine 
blau gefirbte freie Base von der Formel C,,H3,N,0, tibergefiihrt 
werden kann. Die Gmelinsche Reaktion sowohl beim Tribrom- 
hydrat wie bei der freien Base ist positiv, es tritt das iibliche 
Farbenspiel iiber tief Blau nach Violett, zuletzt Gelb ein. 

Wird endlich das Tribromhydrat oder der griine K6rper 
nach 2. mit Zinkstaub-Hisessig vorsichtig in der Kalte geschiittelt, 
so kann ein weiterer krystallisierter Kérper in feinen Nadelchen 
erhalten werden, welchem die Zusammensetzung C3,H,)N,O, zu- 
kommt und der nach allen Eigenschaften als ein ,,Mesobilirubin‘ 
anzusprechen ist. Die Gmelinsche Reaktion verliuft hier genau 
wie bei diesem. Ihm kommt also Konstitutionsformel III zu. 
Schwierigkeiten zur Formulierung machen die K6rper nach 2. 
und 3., beide isomer miteinander und Dehydrierungsprodukte 
von III. Man wird ihnen eine Konstitutionsformel entsprechend IV 
bzw. V zuerteilen: 


| cH-— 


N NH N NH 


Wir nehmen also eine Isomerisation zu einer Mono- eventuell auch 
Diketoform an und es ist die Moglichkeit nicht von der Hand zu 
weisen, daB die Salzbildung iiber die Anzahl der Pyrrolenmolekiile 
zu entscheiden vermag, wenn man sich vergegenwirtigt, daf die 
Pyrromethene weitaus in der Mehrzahl einsiurige Salze geben, 
die Porphyrine zweiséurige und die Dipyrrylmethane sowie die 
Leukoverbindungen der Porphyrine iiberhaupt keine. Die weitere 
Untersuchung muB zeigen, ob diese Auffassung die richtige ist, 
wobei vielleicht spektrochemische Untersuchungen am ehesten die 
Entscheidung bringen kénnen. 

Besonders bemerkenswert ist der Vergleich der Spektral- 
erscheinungen bei den Gmelinschen Reaktionen des Mesobili- 
rubins und des Tribromhydrats. Fat man bei der des Meso- 
bilirubins die blaue Phase durch Versetzen der Chloroformlésung 
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mit Soda ab und bringt durch vorsichtiges Ansiuern der Soda- 
lésung die blaue Phase wieder in Chloroform, das nunmehr eine 
violette Farbe angenommen hat, so zeigt diese Lésung, mit Zink- 
acetat in Alkohol versetzt, denselben Farbenumschlag und die 
gleiche spektroskopische Erscheinung wie das violette Tribrom- 
hydrat bei der Zinkacetatreaktion, die im iibrigen auch identisch 
ist mit der des Mesobiliviolins, eines Oxydationsproduktes des 
Mesobilirubinogens.') Mesobilirubinogen steht nun auch zum 
,,Urobilin’, das durch Luftoxydation aus ihm entsteht, in Be- 
zichungen und man sollte meinen, daB dann auch vom Meso- 
bilirubin aus ein Weg zum Urobilin fiihrt, worauf ja schon das 
intensive Pyrromethenspektrum im Endstadium der Gmelin- 
schen Reaktion hinweist. Wir haben nun gefunden, daB bei der 
Gmelinschen Reaktion des Mesobilirubins in der violetten Phase 
es gelingt, durch HineingieBen in Wasser und Versetzen mit Zink- 
acetat nach Neutralisieren mit Ammoniak eine deutliche positive 
Urobilinreaktion mit dem typischen Spektrum zu erzeugen. Friher 
haben wir fiir Urobilin eine mit Mesobilirubin isomere Formel ver- 
treten. Hiernach kame auch die Formel VI in Frage: 


| | 
NH XY Wa 
VI 


Die Gmelinsche Reaktion besteht also in einer Dehydrierung 
eines Systems von 4 Pyrrolkernen, wobei verschiedene Oxydations- 
stufen auftreten, die hier zum erstenmal in Substanz isoliert sind. 
Die Reaktion ist beendigt, wenn Ubergang in ein holochinoides 
System entsprechend folgender Formulierung erfolgt ist: 


H,C———C,H; H,C——C,H; H,C,-—CH;, 


NH N N NH 


VII 


SchlieBlich tritt vollkommener Zerfall zu Methylithylmaleinimid 
ein. Beim Farbenspiel ist mit beteiligt die Salzbildung und wohl 
auch voriibergehender Zusammentritt der Systeme verschiedener 
Oxydationsstufen, vergleichbar der Vereinigung von Chinon und 
Hydrochinon zum Chinhydron. Hiernach lag es nahe, auch nicht 
pyrrolische Farbstoffsysteme der Gmelinschen Reaktion zu 


1) H. Fischer u. Niemann, Diese Z. 187, 293 (1924). 
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unterziehen und wir haben festgestellt, daB insbesondere Farb- 
stoffe mit dem Dimethylamidorest fahnliche Farbeffekte mit 
Salpeter—salpetriger Séure zeigen. Die Wurstersche Base, das 
Dimethylamino-p-aminobenzol, gibt in Chloroformlésung ein 
Farbenspiel beim Uberschichten mit Salpeter—salpetriger Siure, 
wenn auch nicht an Schénheit vergleichbar mit der Gmelinschen 
Reaktion. Hier wird wohl im wesentlichen Chinhydronbildung 
eintreten. Dagegen gibt Krystallviolett einen der Gmelinschen 
Reaktion der bilirubinoiden Farbstoffe durchaus vergleichbaren 
Effekt, der mit Rotfarbung endigt und einer Spektralerscheinung, 
die der Ehrlichschen Reaktion ahnlich ist. Auch Malachitgriin 
erweist sich als positiv, Fuchsin dagegen und Michlers Keton 
verhalten sich negativ. Anilin gibt eine schéne Blaufairbung, 
vielleicht bedingt durch Indophenolbildung, wobei die relative 
Bestindigkeit der Farbung auffallt. Bei diesen Farbstoffen ist 
das Farbenspiel zum groBen Teil wohl bedingt durch die Reaktion 
der auxochromen Dimethylaminogruppen, denn es ist ja bekannt, 
daB man aus Krystallviolett mit iiberschiissiger Salzsiiure den 
Malachitgriintyp und die gelbe Farbe des Fuchsonimins erzeugen 
kann. Auf diese Weise muB wohl auch die iiberraschend positive 
Gmelinsche Reaktion eines 3-kernigen Systems gedeutet werden, 
nimlich des Kondensationsproduktes aus Dimethylamidobenz- 
aldehyd mit Neobilirubinséure (VIII.) Dieses gibt eine ganz typische 
Gmelinsche Reaktion, die ganze Skala der Farben mit den charak- 
teristischen Spektralerscheinungen wird durchlaufen. Obiges 
Kondensationsprodukt haben wir im weiteren Verfolg der Unter- 
suchungen iiber die Ehrlichsche Aldehydreaktion gewonnen und 
zwar aus foleendem Grunde: 

Friiher haben wir die Kondensationsprodukte der Neoxantho- 
bilirubinsiure mit Aceton und Benzaldehyd beschrieben, die also 
entsprechend dem Konstitutionstyp III (S. 188) gebaut sind, wobei 
in der mittelstiéndigen Methylengruppe 1 bzw. 2 Wasserstoffatome 
substituiert sind. Da wir bei der Ehrlichschen Reaktion des 
Mesobilirubinogens Kondensation an der mittelstiéndigen Methylen- 
gruppe angenommen haben, war zu erwarten, daB die eben er- 
waihnten Kondensationsprodukte nach der Reduktion zur Leuko- 
verbindung negativ gegeniiber dem Ehrlichschen Reagens sich 
verhalten wiirden. Dies ist nicht der Fall; es tritt intensiv 
positive Reaktion ein. Man muB also jede der 3 Methylenbindungen 
im Mesobilirubinogen fiir die Reaktion mit dem Ehrlichschen 
Aldehyd in Betracht ziehen. Ein Zerfall des Mesobilirubinogens, 
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wie wir ihn friher') fiir moéglich erachteten, kommt kaum in 
Frage. Das Kondensationsprodukt aus Neobilirubinsiiure mit 
p-Dimethylamidobenzaldehyd haben wir in krystallisiertem Zu- 
stand gewonnen. Es krystallisiert als rotes Chlorhydrat gut, die freie 
Base stellt hellgelbe Nadeln dar und ihr kommt auf Grund der 
Analyse und der Eigenschaften folgende Konstitutionsformel*) zu: 


NH N = 
VIII 


Dieser Korper kann aber auf keinen Fall das Prinzip der posi- 
tiven Ehrlichschen Reaktion der Neobilirubinsiure sein. Lost man 
nimlich das Dimethylamidobenzaldehyd-Kondensationsprodukt in 
konzentrierter HCl, so beobachtet man eine rein gelbe Farbe. 
Durch Verdiinnen mit Wasser oder Alkohol erfolgte eine schwache 
Rotfarbung, die aber gar nicht zu vergleichen ist mit der Ehrlich- 
schen Reaktion. Erst Zusatz von Eisenchlorid erzeugt einen 
typischen spektroskopischen Befund, der aber im Effekt gar nicht 
vergleichbar ist mit der urspriinglichen Ehrlichschen Reaktion 
der Neobilirubinsiure. Zur weiteren Aufklaérung lésten wir aqui- 
molekulare Mengen von Dimethylamidobenzaldehyd und Neobili- 
rubinséure in 25°/,iger HCl. Bringt man die beiden Lésungen 
zusammen, so erfolgt keine Rotfarbung. Erst beim HineingieBen in 
viel Alkohol oder Wasser kommt die typische Rotfairbung zustande. 
Dampft man das so gewonnene Kondensationsprodukt im Wasser- 
bad ein, so tritt wiederum Gelbfairbung ein und obiges Konden- 
sationsprodukt (VIII) entsteht. Die eben beschriebene Rotfairbung 
wird also am wahrscheinlichsten durch einen Farbstoff folgender 
Konstitution bedingt sein, denn das a lage aus 


| >H,COOH HOOCH,C H,C 
NH NH | 
H,C:- N CH, 
| 
Cl IX 


1) Diese Z. 194, 205 (1931). 
*) Auch das Kondensationsprodukt mit p-Nitrobenzaldehyd gewannen 
wir in schén krystallisiertem Zustand. 
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p-Dimethylamidobenzaldehyd und Neoxanthobilirubinsaure?) ist 
gelb und 1aé8t sich auf reduktivem Wege nicht in den roten Farb- 
stoff iberfiihren. Schiittelt man aber das in obigem Versuch bei 
Zimmertemperatur erhaltene Reaktionsprodukt aus Neobilirubin- 
siure und Dimethylamidobenzaldehyd nach maximaler Rotfarbung 
mit Chloroform aus, so kann man aus dem Chloroformextrakt 
mit Petrolither einen roten Farbstoff isolieren, der offenbar das 
Prinzip der Ehrlichschen Reaktion darstellt. Da8 obige Kon- 
stitutionsformel (IX) zurecht besteht, ist nach der Analyse sehr 
wahrscheinlich. Hieriitber, ebenso iiber die primiéren Konden- 
sationsprodukte aus Dimethylamidobenzaldehyd und Pyrrolen soll 
demniichst berichtet werden. 


Endlich seien einige Analysenresultate von Bilirubin aus 
Leber-Echinococcus mitgeteilt. Das Praparat verdanken wir Herrn 
Geheimrat Professor Dr. Aschoff. Die Reinigung war relativ 
einfach, der Farbstoff war in Chloroform nicht bzw. schwer léslich. 
Durch Behandlung mit Chloroform-—Methylalkohol wurde ein 
ziegelrotes Pulver erhalten, das wir als Rohprodukt analysierten. 
Trotz hohem Aschegehalt gab die Analyse gut stimmende Zahlen 
auf die Bilirubinformel mit 83 C-Atomen, die durch weitere Um- 
krystallisation aus Chloroform und Analysen weiter erhirtet 
wurden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, mit deren 
Unterstiitzung diese Arbeiten ausgefiihrt wurden, danken wir 
auch an dieser Stelle ergebenst. 


Versuche. 


4,3’, 5’- Trimethy] -8, 4’- diaithyl-5- brom- pyrromethen-bromhydrat 
werden mit 3,6 g geschmolzenem Kaliumacetat (= 8 Mol) in 80 ccm 
Hisessig 1/, Stunde zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkihlen 
filtriert man von ausgeschiedenem Kaliumbromid ab und engt das 
Filtrat auf 20—30 cem ein. Das auskrystallisierende Gemisch von 
Kaliumsalzen und Oxymethen wird abgesaugt und mit Wasser aus- 
gewaschen. Nach dem Umkrystallisieren aus Pyridin erhalt man 
das Oxymethen in Form schoner, gelber Prismen mit violettem 
Oberflichenglanz vom Schmelzp. 254°. Ausbeute 1,3g. Der Misch- 


1) a. a. O., S. 221. 
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schmelzpunkt mit dem von H. Fischer und W. Fréwis?) auf 
anderem Wege gewonnenen Korper gab keine Depression. 


Bromierung des 4,3’,5’-Trimethy]-3,4’-diithyl-5-oxy- 
pyrromethens. 0,5 g Oxymethen, in 1,5 cem Eisessig auf- 
geschlimmt, werden mit 0,65 cem Bromeisessiglésung (1 ccm 
Losung = 1 g Brom), entsprechend 2 Mol Brom, versetzt; unter 

tem Verreiben tritt Lésung und unter HBr-Entwicklung Braun- 
und dann Olivgriinfarbung ein. Nach kurzer Zeit erstarrt alles zu 
einem Krystallbrei von kleinen, dunklen Prismen. Nach */, Stunde 
wird abgesaugt und mit wenig Hisessig und Ather gewaschen. 
Das so erhaltene Gemisch der Bromhydrate neigt bei lingerem 
Liegen an der Luft zum Verschmieren; es wurde folgendermaBen 
aufgearbeitet : 


1. C5,;H3,N,O3. Man lést das Gemisch in Chloroform und 
schittelt die dunkelgriine Lésung mit Soda durch. Die Lésung 
wird dabei violettstichig und alsbald krystallisiert die freie Base 
in dunkelvioletten, bronzeglinzenden Blaittchen aus. Man saugt 
ab und erhalt aus dem Filtrat beim Versetzen mit Petrolither 
nur noch eine geringe Menge desselben Ko6rpers. Die erhaltene 
freie Base lost sich sehr schwer in Chloroform mit tief violetter 
Farbe. Beim Versetzen mit Salzsiure erfolgt Farbumschlag nach 
Blau unter Salzbildung. Die Gmelinsche Reaktion ist negativ, 
auch hier erfolgt nur Farbumschlag nach Blau, wihrend das 
Farbenspiel ausbleibt. Der blaue Farbstoff wird langsam auf- 
oxydiert. Beim Versetzen der Loésung mit alkoholischem Zink- 
acetat schligt die Farbe nach blaulich Griin um, ohne daB Fluo- 
rescenz auftritt; diese erscheint auch nicht beim Versetzen mit 
Ammoniak oder im Sonnenlicht. Die Lésung zeigt kein charakte- 
ristisches Spektrum. 


Die freie Base ist auch in Eisessig sehr schwer léslich, etwas 
leichter in heiBem Pyridin, jedoch laéBt sie sich nicht unzersetzt 
umkrystallisieren. Die Analyse muBte deshalb mit einem Roh- 
produkt durchgefiihrt werden. Die Ausbeute betrug aus 0,5 g Oxy- 
methen etwa 20 mg an freiem Farbstoff. 


4,670 mg Substanz gaben 12,455 mg CO,, 2,925 mg H,0. 


2,030 mg ~~ es 0,190 com N (15°, 727 mm). 
Ber. C 72,61°/, H 7,08°/, N 10,93°/, 
Gef. ,, 72,74 » 10,67 


1) Diese Z. 195, 63 (1931). 


4 
| | 

b- 

el 

n- 

kt 

as 
n- 

bal 

lV 

h 

| 
aly 

n 

ah 

n 

| 
ir 
fy 

: 
d 


196 Hans Fischer und Erich Adler, 


Die Chloroformlésung der freien Base weist spektroskopisch 
nur eine diffuse Absorption im Griin und Blau auf. Das blaue 
Chlorhydrat hat folgendes Spektrum: 

I. 688,2; II. 646,4; III. 583,2. 

Reihenfolge der Intensitaét: I, II, III. 

2. Griiner Farbstoff. C3,H3,N,0,. Das beim Absaugen der 
violetten freien Base erhaltene Filtrat hinterlaBt beim Eindunsten 
des Chloroforms eine griine Schmiere, die beim langeren Verreiben 
mit Methylalkohol fest wurde; der so erhaltene dunkelgriine K6rper 
wurde abgesaugt und zur Reinigung aus Chloroform-Petrolather 
umkrystallisiert. Man erhalt schéne smaragdgriine, prismatische 
Nadeln vom Schmelzp. 263—265°. Der Korper lést sich ziemlich 
leicht in Chloroform, schwerer in Ather und Methylalkohol. Die 
Gmelinsche Reaktion ist positiv, Zinkacetatreaktion negativ. 


4,233 mg Substanz gaben 11,605 mg CO,, 2,870 mg H,O. 


2,920 mg i “. 0,282 cem N (16°, 727 mm). 
C,,H,,.N,0, Ber. C 74,65°/, H 7,69°/, N 11,24°/, 
Gef. ,, 74,77 » 1,58 » 10,91 


3. Violettes Tribromhydrat C3,H3,N,0.°3HBr. Versetzt 
man die beim Absaugen des Gemisches der Bromhydrate er- 
haltene Eisessigmutterlauge mit der 5—10fachen Menge Ather, 
so krystallisiert nach einigem Stehen ein violetter Korper in 
prachtvollen glinzenden Blittchen aus. Die Ausbeute an diesem 
Korper betrigt bei der Bromierung mit 2 Mol Brom aus 0,5 g Oxy- 
methen etwa 30—50 mg; wendet man jedoch 3 Mol Brom an, so 
entstehen dieselben Produkte wie mit 2 Mol Brom, jedoch sinkt 
die Ausbeute der beiden iibrigen Korper zugunsten des violetten 
Tribromhydrats. Ausbeute 120—150 mg 

Das Tribromhydrat lést sich leicht in Chloroform mit enzian- 
blauer Farbe. Da sich der K6érper nicht unzersetzt umkrystalli- 
sieren lieB, wurde auch hier das Rohprodukt analysiert. 


5,540 mg Substanz gaben 10,170 mg CO,, 2,740 mg H,0. 


4,585 mg 8,360 mg CO,, 2,110 mg H,0. 
3,345 mg 0,216 cem N (18°, 718 mm). 
3,250 mg 2,460 mg AgBr. 


Ber. C 50,199, H 5,589, N 7,56%/, Br 32,35%, 
Gef. ,, 50,07 » 5,53 »» 7,15 99 
49,738 » 5,15 — — 
Die blaue Chloroformlésung zeigt spektroskopisch einen 
scharfen Streifen bei 688,2. In Alkohol lést sich das Tribrom- 
hydrat sehr schwer mit violetter Farbe, die man auch erhilt, 
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wenn man zur blauen Chloroformlésung Alkali gibt; offenbar tritt 
im Alkohol Dissoziation des Bromhydrats ein; die freie Base hat 
keine charakteristische Absorption. 

Die Gmelinsche Reaktion verliuft positiv; das Farbenspiel 
von Tiefblau tiber Violett nach Rot und schlieBlich Gelb 
mur farblosen Endstufe mit den charakteristischen Spektral- 
erscheinungen, wie sie aéhnlich auch bei der Gmelinschen Reaktion 
des Mesobilirubins von der blauen Phase ab auftreten: 


Phase Spektrum 
Blau... I. 688; 
Violett ...... I. 688; II. 580; III. 500 


ae ee I. 688; II. 580; III. 500 


Die Zinkacetatreaktion der alkoholischen Loésung des ‘Tri- 
bromhydrats ist positiv. Unter Farbumschlag nach griinlich Blau 
tritt rote Fluorescenz und gleichzeitig ein charakteristisches 


| scharfes Spektrum auf: 


I. 627,0; II. 575,2; III. 514,6. 

Reihenfolge der Intensitat: I, I. III. 

Beim Versetzen der fluorescierenden Lésung mit Ammoniak 
tritt keine Anderung des Befundes ein. 

Freie Base Cy,H3gN,0,. Die blaue Chloroformlésung des 
Tribromhydrats wird mit verdiinnter Sodalésung geschittelt, wobei 
ein Farbumschlag nach Violett eintritt. Man wischt mit Wasser, 
filtriert und 1aBt bei gewohnlicher Temperatur das Chloroform ver- 
dunsten. Die zuriickbleibenden violetten Schmieren werden beim 
Reiben fest; die Reinigung kann durch Extraktion mit Ather 
oder besser mit Methylalkohol erfolgen. Man erhilt so die freie 
Base in Form schoner blauvioletter Prismen, leicht léslich in Chloro- 
form, Aceton, Eisessig, Pyridin, ziemlich léslich in Methylalkohol 
und Ather; schwer léslich in Petrolither. Zur Analyse wurde 
nochmals aus wenig Chloroform-Petrolither umkrystallisiert. 
Schmelzp. 253°. 


4,011 mg Substanz gaben 10,930 mg CO,, 2,620 mg H,0. 


2,340 mg 0,235 ccm N (17°, 724 mm). 
Ber. C 74,65°9/, H 7,699/, 11,24%, 
Gef. ,, 74,32 » Te » 11,15 


Die Gmelinsche Reaktion ist positiv; es bildet sich zuerst 
las tiefblaue salpetersaure Salz, von dem aus das Farbenspiel in 
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normaler Weise fortschreitet. Die Zinkacetatreaktion des reinen 
Ko6rpers ist jedoch negativ, d. h. es tritt nur Farbumschlag nach 
blaulich Griin ein, ohne da Fluorescenz und Spektrum erscheinen, 
wie dies beim Tribromhydrat der Fall ist. 

Atiomesobilirubin. 0,3 g Tribromhydrat werden in 10 cen 
Hisessig mit 3g Zinkstaub geschiittelt. Nach wenigen Minuten 
hat sich die Farbe der Lésung nach Gelb aufgehellt. Man filtriert 
und gieSt in Wasser ein; der ausflockende hellgelbe Korper wird 
mit Chloroform extrahiert und aus der Chloroformlésung mit 
Methylalkohol gefallt. Feine Nadelchen. Die Gmelinsche Reak- 
tion verliuft ganz analog wie beim Mesobilirubin. Beim Liegen 
an der Luft farbt sich das Produkt griinlich, jedoch kann durch 
Waschen mit Eisessig die offenbar nur oberflachlich erfolgte 
Griinfirbung wieder beseitigt werden. Zur Analyse wurde 2mal 
mit Chloroform extrahiert und mit Methylalkohol gefallt. 


2,190 mg Substanz gaben 5,915 mg CO,, 1,540 mg H,0O. 


2,700 mg 4, »» 0,284 cem N (17°, 727 mm). 
Ber. C 74,359/, 8,06%, 11,20%, 
Gef. ,, 73,66 > 7,87 11,84 


Die blaue Phase der Gmelinschen Reaktion am Meso- 
bilirubin. Eine Probe Mesobilirubin (synthetisch), in Chloroform 
gelést, wird in einem kleinen Schiitteltrichter vorsichtig mit 
Gmelins Reagens iiberschichtet. Sobald die blaue Farbstufe er- 
reicht ist, 1a48t man die Chloroformschicht in Sodalésung einlaufen 
und bringt dann durch vorsichtiges Anséiuern den Farbstoff wieder 
in Chloroform. Die so gewonnene Lésung gibt, mit Zinkacetat und 
Alkohol versetzt, Farbumschlag nach Hellblau und weinrote Fluo- 
rescenz. Gleichzeitig tritt das scharfe Spektrum auf, wie es auch 
bei der Zinkacetatreaktion des violetten Tribromhydrats erscheint: 


I. 627,8; II. 576; III. 514. 
Reihenfolge der Intensitat: I, II, III. 


Die jetzt folgenden Versuche hat Herr Hess durchgefiihrt. 


Kondensation von Neo-bilirubinsiure mit p-Nitro- 
benzaldehyd. 0,1 g Neo-bilirubinsiure wird mit 0,05 g p-Nitro- 
benzaldehyd und 8 cem etwa 25°/,iger HC] im Reagensglas verriihrt 
und 5 Minuten im siedenden Wasserbad unter Rihren erhitzt. Die 
Substanzen gehen mit brauner Farbe in Lésung; bald scheiden 
sich Schmieren aus, welche nach etwa 5 Minuten fest und flockig 
werden. Man kiihlt ab, versetzt mit H,O, saugt ab und wiischt 
mit H,O aus. Der braune Riickstand wird kalt mit Methylalkohol 
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behandelt. Man erhalt so das Kondensationsprodukt als orange- 
gelbes Pulver. Zur Analyse wurde 2mal aus Pyridin-Methyl- 
alkohol (1:1) umkrystallisiert. Ausbeute etwa 70°/, der Theorie. 
Schmelzp. 245° (= 252° korr.). 


4,910 mg Substanz gaben 11,765 mg CO,, 2,590 mg H,0. 


3,060 mg 0,233 cem N (19°, 724 mm). 
C.5H,;N,0; Ber. C 65,22°/, H 5,95°/, N_ 9,93°/, 
Gef. ,, 65,35 » 5,90 » 10,20 


Sehr schwer léslich in Methylalkohol, in Chloroform fast 
unléslich, auch in der Hitze; in heiBem Pyridin leicht léslich. 


Kondensation der Neo-bilirubinsaure mit p-Dimethy]- 
aminobenzaldehyd. 50mg Neo-bilirubinséiure und 50 mg des 
Aldehyds werden in 1,5cem 25°/,iger HCl gelést und nun 10 Minuten 
im siedenden Wasserbad erhitzt. Die rotviolette Lésung schligt 
alsbald nach Gelbbraun um und das Chlorhydrat der p-Dimethyl- 
aminobenzyliden-neobilirubinsaéure erscheint bereits in der Hitze 
spontan als roter krystalliner Niederschlag. Das Spektrum der 
Ehrlichschen Aldehydreaktion verschwindet dabei. Nach dem Er- 
kalten saugt man ab und wascht mit wenig 25°/jiger HCl nach. 
Man trocknet bei gewohnlicher Temperatur im Vakuum iiber KOH. 
Das rote Chlorhydrat ist an der Luft bestindig. Die freie Base 
erhilt man durch Umkrystallisieren aus wenig Pyridin durch Ver- 
setzen mit der doppelten Menge siedenden Methylalkohols in hell- 
gelben Nadeln vom Schmelzp. 282°. Zur Analyse wurde noch ein 
zweites Mal auf dieselbe Weise umkrystallisiert. 


4,253 mg Substanz gaben 11,105 mg CO,, 2,765 mg H,0. 


3,700 mg pm ‘ 0,351 cem N (18°, 719 mm). 
C,;H;,N,0, Ber. C 71,21°/, H 7,42°/, 9,98°/, 
C,;HoN303 ‘ie » 71,56 » 6,97 » 10,02 

Gef. ,, 71,21 1 1,28 » 10,53 


Gmelin: In Chloroform (in Suspension wegen Schwerléslich- 
keit) entsteht Griinfirbung mit Streifen im Rot, Gelbgriin und 
Blau. Die Reaktion geht iiber tief Blau nach Rot mit Spektral- 
befund, ahnlich der Ehrlichschen Reaktion; zuletzt geht der 
Farbstoff mit rotgelber Farbe in die Salpetersiure. Die Reaktion 
mu8 als positive Gmelinsche Reaktion bezeichnet werden. Die 
gesamte Farbenskala wird in typischer Weise, nur mit groBer Ge- 
schwindigkeit, durchlaufen. 


Bilirubin aus Leber-Echinococcus. Das Priparat wog 
1g und stellte eine ziegelrote Paste dar. Es wurde in CHCl, auf- 
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genommen und abgesaugt, dann mit CH,;O0H ausgekocht. Die 


Mutterlaugen sind gelb; der Riickstand, ein ziegelrotes Pulver, 
wiegt noch 0,55 g. 

Das Rohprodukt zeigt bis 360° keinen Schmelzpunkt. A} 
295° Dunkelfarbung. 


Analyse des Rohproduktes: 


4,986 mg Substanz gaben 10,840 mg CO,, 2,545 mg H,O, 0,599 mg Asche. 
3,630 mg ys » 0,282 ccm N (20°, 723 mm). 


Ber. C 67,779/, H 6,219/, N 9,59°/, 
Gef.  ,, 67,39 » 6,51 » 9,78 (ber. fiir aschefreie Substanz) 
Asche 12,01°/, 


Umkrystallisiert durch Extraktion mit Chloroform: 


6,993 mg Substanz gaben 17,365 mg CO,, 3,810 mg H,O. 
3,520 mg 0,304 N (19°, 721 mm). 
7,574 mg mn = 0,080 mg AgCl. 


Cy3HygN,0, Ber. C 67,779/, H 6,219, N 9,599, 
Gef. ,, 67,72 ,, 6,10 »» 9,58 Cl 0,26°/, 


Wiederholung: 
4,577 mg Substanz gaben 11,365 mg CO,, 2,585 mg H,0O. 
3,620 mg a. nm 0,314 com N (14°, 723 mm). 


Gef. C 67,729), 6,329, 9,82°%, 


Die Gmelinsche Reaktion ist genau gleich der des Bilirubins, 
ebenso die Diazoreaktion. Der Verlauf derselben ist folgender: 

Kine Lésung des Priparates in CHCl, wird mit Benzol-diazo- 
niumchloridlésung (dargestellt aus festem Benzoldiazoniumchlorid) 
versetzt. Es tritt keine Kupplung ein, nach Zusatz von Alkohol 
jedoch sofort mit roter Farbe. Versetzt man nun mit NaOH, so 
tritt Farbumschlag nach Gelb ein. Wascht man jedoch die rote 
Chloroformschicht vor dem Alkalizusatz einmal mit viel Wasser 
aus, so tritt Verfarbung nach Violett ein; die CHCl;-Schicht ist 
dabei nun ganz schwach gefirbt. 
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Uber Ferro- und Glaukobilin.’) 


Von 


Hans Fischer, Herbert Baumgartner und Richard Hess. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Februar 1932.) 


Fir Mesobilirubin haben wir vor kurzem durch Synthese 
folgende Formel bewiesen: 


COOH COOH 
Ww Wa 


Durch Umsetzung der N ae II mit Formaldehyd 
entsteht das Mesobilirubin, ebenso durch Bromoxydation der 


N NH 
II 


Xanthobilirubinséure. Mesobilirubin I ist also ein ,,Pyrromethan", 
dessen Pyrrolkerne ersetzt sind durch je 1 Dipyrrylmethen. War 
diese Konstitutionsauffassung richtig, so muBte Mesobilirubin 
sich zu neuen Farbstoffen dehydrieren lassen. Dies ist in der Tat 
der Fall. Oxydiert man Mesobilirubin mit Eisenchlorid in Eisessig, 
so erhalt man ein tief blau gefarbtes Eisenchloriddoppelsalz, welches 
nach der Analyse einem Dehydromesobilirubin zugehdrt und fiir 
das wir den Namen Ferrobilin vorschlagen. Der K6rper 1laBt 
sich mit Hilfe von Methylalkohol-Chlorwasserstoff in einen schén 
krystallisierenden Ester iiberfiihren, der in 2 Krystallformen auf- 
tritt und ein Chlorhydrat ist. Uberraschenderweise bleibt das 


1) XI. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe (X. Mitteilung: 
Diese Z. 194, 193 (1931). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVI. 14 
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Eisen enthalten, es handelt sich also um das Ferrobilinester-Chlor- 
hydrat, das ebenso wie das Ferrobilin selbst eine recht stabile 
Molekiilverbindung mit Eisenchlorid ist. 

Setzt man Mesobilirubin in Ameisenséure-Bromwasserstoff- 
siurelésung mit Kisenbromid um und krystallisiert das Oxydations.- 
produkt unter Zusatz von Bromwasserstoff aus Alkohol, so erhiilt 
man das Bromhydrat des Ferrobilin-aithylesters in feinen quadra- 
tischen Blaéttchen vom Schmelzp. 228°. 

Ferrobilin lost sich in organischen Lésungsmitteln mit smaragd- 
griiner Farbe und zeigt im Prismenspektroskop bei 680 my eine 
scharfe Absorption. AuBer der Entstehungsweise spricht dieser 
spektroskopische Befund unbedingt fiir Dehydrierungsprodukte 
des Mesobilirubins. Freilich konnte man auch die Annahme ver- 
treten, daBb die Farbinderung und der spektroskopische Befund 
bedingt seien lediglich durch die entstandenen Molekilverbin- 
dungen und es ist ja bekannt, dab die Bildung solcher mit starken 
Farbvertiefungen verkniipft ist, man denke nur an die Molekiil- 
verbindungen der Triphenylmethan-Verbindungen und der Di- 
pyrryl-phenylmethan-Verbindungen.') 

Behandelt man die krystallisierten Ferrobiline, sowohl Ferro- 
bilin selbst wie seinen Ester, mit Natronlauge bzw. Soda, so erhiilt 
man unter Abscheidung von WHisenhydroxyd den zugrunde- 
liegenden Farbstoff, den wir Glaukobilin bzw. Glaukobilinester 
nennen. Die Riickverwandlung des Glaukobilins in krystalli- 
siertes Ferrobilin durch Eisenchlorid—Hisessig gelingt leicht, ebenso 
die des Glaukobilinesters in Ferrobilinester. Fir Glaukobilin 
schlagen wir folgende Konstitutionsformel vor, 


COOH COOH 
| 
C,H; cH, CH, H,C- H, H,;C —== CH, 
N NH N N 
III 


die in Analogie steht zu den Dehydrierungsprodukten des Atio- 
mesobilirubins.2) In Ubereinstimmung mit dieser Auffassung ist 
die positive Gmelinsche Reaktion. Das Glaukobilin ist aufer- 
ordentlich widerstandsfihig, sogar gegen konzentrierte Schweiel- 


1) H. Fischer u. V. Luckmann, Diese Z. 115, 77 (1921); dort weitere 


Literatur. 
2) Vgl. die voranstehende Mitteilung. 
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siure; wir haben es zuerst unter diesen Bedingungen durch 
(stiindiges Erhitzen von Mesobilirubin mit konzentrierter Schwefel- 
siure bei 100° erhalten. Hierbei entsteht nach kurzer Zeit eine 
intensive Blaufarbung. Nach Abscheidung des Farbstoffs erfolgte 
die Reinigung wber den Ester, der bei dieser Gewinnungsmethode 
in zwei verschiedenen Krystallformen auftritt. Auch durch 
4Sstiindiges Kochen von Mesobilirubin mit 100°/,iger Ameisen- 
siure l4Bt sich Glaukobilin und durch Veresterung dann der 
Glaukobilinester in blauen Nadeln gewinnen. Glaukobilin lift 
sich mit Zinkstaub—Methylalkohol in einen schén krystallisierten 
orangegelben Koérper umwandeln. Mit Amalgam reduziert, ist die 
Ehrlichsche Reaktion positiv. Mit Eisenchlorid in Eisessig ent- 
steht Ferrobilin. Hiernach und nach der Analyse handelt es sich 
wn ein Mesobilirubin mit 4/, Mol Chloroform, aber es mu ein 
Iso-mesobilirubin sein, weil wir beim Mesobilirubin selbst noch 
niemals Krystallchloroform festgestellt haben. 

Wie oben erwahnt, 148t sich Ferrobilin auch direkt aus Meso- 
hilirubin durch Behandlung mit Ameisensiure-Bromwasserstoff und 
Kisenbromid bzw. Eisenchlorid erhalten. Die Widerstandsfihigkeit 
des Glaukobilins gegen Schwefel- und Ameisensiaure ist sehr wesent- 
lich, denn es besteht ja durchaus die Méglichkeit, daB unser Glauko- 
bilin identisch ist mit dem von Lemberg studierten Oocyan!) 
oder dem kirzlich beschriebenen Uteroverdin.”) Sind diese gegen 
konzentrierte Schwefelsiure hinfallig, kime wohl in erster Linie 
die Ableitung von Bilirubin in Frage. Mit der Ubertragung der 
eben beschriebenen Reaktionen auf Bilirubin sind wir natiirlich 
beschaftigt. Die Formulierung III ist die eines Dehydromeso- 
hilirubins. Im Einklang mit dieser Formulierung steht auch die 
Uberfithrungsméglichkeit des Glaukobilins in Mesobilirubin beim 
Erhitzen auf 215°. Neben Zersetzungsprodukten kann man Meso- 
hilirubin in schén krystallisiertem Zustand erhalten, wobei dieses 
offensichtlich durch Zerst6rung eines Teiles des Molekiils von III 
den notwendigen Wasserstoff bezieht. Definitiv bewiesen wird 
ie Formel III durch Synthese des Glauko- sowie Ferrobilins aus 
Neoxanthobilirubinsaure (II) durch Behandlung dieser mit Ameisen- 
bzw. Ameisensiure—Bromwasserstoff—Eisenbromid. Neo- 
xanthobilrubinséure der Formulierung II kann mit Ameisensiure 
unter Austritt von 2 Mol Wasser natiirlich nur einen Koérper der 
Formulierung III geben. 

') Liebigs Ann. 488, 74 (1931). 

*) R. Lemberg, J. Barcroft u. D. Keilin, Nature 5. XII. 31. 
14* 
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In Betracht kimen auch die isomeren Formen, die analog den_ jy 
voranstehender Arbeit gebrachten Formulierungen (IV, V und VI) waren, wo. 
fiir u. a. auch die verschiedenen Schmelzpunkte des Ferrobilinesters sprechen, 
Weiterhin gibt auch Mesobilirubin mit Bleidioxyd in Chloroformlésung eine 
griine, bei langerer Behandlung eine blaue Phase. Letztere unterscheidet 
sich vom Glaukobilin durch eine positive Zinkacetatreaktion mit charakte. 
ristischem spektroskopischem Befund, wahrend die griine Phase in Uber. 
einstimmung mit Glaukobilin kein charakteristisches Zinksalz gibt. 


Im ersteren Fall erhéilt man nach der Veresterung den schin 
krystallisierenden Glaukobilinester, der beim Mischschmelzpunkt 
mit obigem keine Depression zeigte, im zweiten Fall das Ferro- 
bilin. Hiernach ist die Konstitution des Ferrobilins in obigem 
Sinne bewiesen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, 
mit deren Unterstiitzung diese Arbeiten ausgefiihrt wurden, danken 
wir auch an dieser Stelle ergebenst. 


Versuche. 


Ferrobilin aus Mesobilirubin mit FeCl, in Eisessig. 
0,6 g Mesobilirubin wurden in 410 ccm siedendem Hisessig gelést. 
noch heif sofort filtriert und dazu eine Lésung von 0,6 g FeCl, 
sublimiert in 10 cem heiBem Eisessig gegeben. Die griine Farbe 
der Lésung wurde schnell tief blaugriin und sofort schieden sich 
an der GefaiBwand kupferrot schimmernde Krystalle ab. Es wurde 
noch 80 Minuten im siedenden Wasserbade erwairmt, heraus- 
- genommen und nach dem Erkalten abgesaugt. Gewaschen mit 
Risessig, dann mehrere Male mit Ather. 0,6 g. Aus viel Eisessig 
umkrystallisiert zu Biischeln vereinigte, blaue, sichelférmige 
Nadeln mit kupferrotem Oberflichenglanz. Schwer loslich in 
Kisessig, Chloroform. Léslich in Alkohol, Methylalkohol. Schmelz- 
punkt 260° unter Zersetzung. 

5,799 mg Substanz gaben 10,720 mg CO,, 2,580 mg H,0, 0,535 mg Fe,0,. 


4,910 mg Ss " 9,150mg CO,, 2,310 mg H,O, 0,505 mg Fe,0,. 
2,820 mg 0,145 N (17°, 727 mm). 
3,060 mg 0,186 N (18°, 727 mm). 
Ber. C 50,44°/, H 5,00°/, N 7,14°/, Fe 7,119/, Cl 18,07°, 
Gef. ., 50,42 » 4,98 »» 5,79 », 6,45 »» 16,55 
., 50,82 » 5,26 6,82 »» 17,19 


Ferrobilin-dimethylesterchlorhydrat. Gewonnen dure! 
Einleiten von trockenem HCl in die methylalkoholische Suspensio® 
des K6érpers unter Eiskihlung bis zur Sattigung, 10,Minuten 
Kochen unter RiickfluB, dann Lésungsmittel abdestillieren bis 2? 
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peginnenden Krystallisation. Nach dem Erkalten wird abgesaugt, 
mit wenig eiskaltem, HCl-haltigem Methylalkohol, dann mit 
Ather gewaschen. Das Produkt zeigt unter dem Mikroskop ein 
Gemisch von prismatischen Staébchen und kurzen, breiten Prismen. 
Der Schmelzpunkt des ersten Produktes liegt bei 255°. Bei zwei- 
maligem Umkrystallisieren aus HCl-haltigem Methylalkohol zeigen 
sich nur mehr die prachtvoll violett glinzenden Stibe; der Schmelz- 
punkt sinkt auf 244°. 

4,225 mg Substanz gaben 8,145 mg CO,, 1,945 mg H,O, 0,400 mg Fe,0 . 


4,090 mg » 0,242 ccm N (14°, 723 mm). 
6,785 mg 4,580 mg AgCl. 
5,250 mg 3,315 mg AgJ. 


AUP F eCl, HCl 
Ber. C 51,66°/, H 5,33°/, N 6,89%/, Fe 6,87°/, Cl 17,45°/, 2O0CH, 7,63/, 
Gef. ,, 52,58 5,15 6,69 6,62 16,70 » 


Glaukobilin (Dehydromesobilirubin). 0,6 g Ferrobilin wur- 
den in 2°/jiger NaOH gelést und durch ein Faltenfilter filtriert. 
Am Filter hinterblieb rein braunes Fe(OH),. Das blaugriine, klare 
Filtrat wurde mit Essigsiure eben angesiuert und der Nieder- 
<chlag abgesaugt. Dabei wurde die zu filtrierende Masse durch 
einen luftdicht aufsitzenden verkehrten Trichter, dessen Rohr 
mit einem mit Natronkalk beschickten Rohr verbunden war, 
surgfaltig gegen Berithrung mit Séurediémpfen geschiitzt. Der 
feste blaue Kuchen wurde mit Wasser ausgewaschen, im Vakuum- 
-xsiceator getrocknet und in etwa 40cem siedendem Methyl- 
alkohol gelést. Die tiefblaue Losung wurde eingedampft bis auf 
einige Kubikzentimeter und zur Krystallisation in His gestellt. 
Die Lésung erstarrte schnell zu langen, prismatischen Stibchen. 
Abgesaugt, mit wenig eiskaltem Methylalkohol und Ather ge- 
waschen. Ausbeute 0,27 g, aus der Mutterlauge lassen sich durch 
weiteres Eindampfen noch 0,09 g gut krystallisiertes Glaukobilin 
cewinnen. Zur Analyse 4mal aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Der K6érper sintert bei 205—220° unter Gasentwicklung zu einer 
festen schwarzen Masse zusammen, die dann bei 304° unter Zer- 


etzung schmilzt. 
4,700 mg Substanz gaben 11,450 mg CO,, 2,740 mg H,O (0,045 mg Asche), 


4,990 mg 12,075mgCO,, 2,815mg H,O (0,040 
3,325 mg m - 0,289 com N (17°, 729 mm). 
1,898 mg 0,177 com N (16°, 725 mm). 
Ber. C 67,53°/, H 6,71°/, 9,56°/, 
Gef. ., 67,09 .. 6,59 . 9,81 


» 66,53 »» 6,36 10,51 
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Glaukobilin-dimethylester. 0,1 g Glaukobilin wurde mit 
methylalkoholischer Salzsiure verestert wie iiblich. Die Reaktions. 
losung wurde nach 12 Stunden unter fiuferer Kihlung auf festes 
Na,CO, nach und nach ausgegossen und nach beendigter CO,-Ent- 
wicklung die anorganischen Salze durch Wasser in Lésung gebracht. 
Vom festen Ester abgesaugt, dieser getrocknet und mit heifen, 
Chloroform aufgenommen. Das Chloroform wurde auf ein kleines 
Volumen eingedampft und mit warmem Petrolather versetzt. 
Beim Erkalten krystallisierte der Ester in violett glinzenden 
prismatischen Stiben aus. Aus Chloroform-Petrolither um- 
krystallisiert. Schmelzp. 216°. 

3,685 mg Substanz gaben 9,170 mg CO,, 2,285 mg H,0. 


3,208 mg - » 0,290 cem N (16°, 717 mm). 

2,199 mg » 1,695 mg AgJ. 

Ber. C 68,379/, H 6,89°/, N 9,12°/, 20OCH, 10,22, 
Gef. ,, 67,87 » 6,94 », 10,04 10,23 


Glaukobilin-dimethylester aus Ferrobilinester. 0,2 ¢ 
Ferrobilin-dimethylester wurden in 20 cem Chloroform gelést (list 
sich leicht mit smaragdgriiner Farbe). Die Chloroformldsung 
wurde im Scheidetrichter mit Na,CO,-Lésung durchgeschiittelt. 
Dabei schlug die Farbe sofort in tief Blau um. Die Chloroform- 
schicht wurde abgetrennt, getrocknet und im Vakuum zur Trockene 
eingedampft. Der blaue Riickstand wurde in wenig heiBem Methy!- 
alkohol aufgenommen und bis zur beginnenden Krystallisation 
eingedampft. Nach dem Erkalten filtriert, mit wenig Methylalkohol 
und Ather gewaschen. 1,1 g violett schimmernde Prismen vom 
Schmelzp. 216°. Mit dem Ester nach I keine Depression. 

Glaukobilin + FeCl. Etwas Glaukobilin wurde in viel bis- 
essig gelést und dazu 1 Tropfen FeCl, in Hisessig gegeben. Gleich 
krystallisierten die sichelformigen Nadeln des Ferrobilins auc. 
Der Schmelz- und Mischschmelzpunkt mit Ferrobilin aus Meso- 
bilirubin lag bei 258—260° unter Zersetzung. 

Glaukobilinester + FeCl. Etwas Glaukobilin -dimethiv!- 
ester wurde in warmem Methylalkohol gelost, dazu einige Tropfen 
FeCl, in Methylalkohol gegeben. Sofort krystallisiert das Gemiscl: 
von langen Stiben und kurzen, blauen Prismen aus. Schmelz- 
punkt 274—276°. 

Mesobilirubin aus Glaukobilin. 0,1 g Glaukobilin wurde 
in einem Reagensglas im Vakuum eingeschmolzen und im Paraffin 
bad erhitzt. Bei 215° sinterte die Substanz unter Aufbliben. 
Nachdem 5 Minuten bei dieser Temperatur gehalten und keine 
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Reaktion mehr erkennbar war, wurde abgekiihlt und gedffnet. 
Der feste schwarze Inhalt léste sich in heiBem Chloroform zum 
vroBten Teil mit griinbrauner Farbe. Die Lésung wurde filtriert, 
am Wasserbad auf 1 cem eingeengt und zur Krystallisation stehen 
velassen. Nach einigen Stunden wurde die kleinkrystalline gelb- 
braune Abscheidung abgesaugt, mit Methylalkohol und Petrol- 
jither gewaschen. Aus Chloroform-Methylalkohol feine gelbe 
Nadeln vom Schmelzp. 301°. Der Mischschmelzpunkt mit einer 
Probe Mesobilirubin, das bei 298° schmolz, lag bei 298°. 

Amalgamreduktion des Glaukobilins. 0,25 g Glauko- 
bilin wurden in 5cem Wasser mit 5°/,igem Natriumamalgam 
seschiittelt. Dabei ging die Farbe der alkalischen Lésung im Ver- 
lauf von 11/, Stunden von tief Griinblau itber Rotbraun in ein 
sanz helles Gelb iiber. Die entfarbte Lésung wurde vom Queck- 
silber getrennt, im Scheidetrichter mit Chloroform unterschichtet 
und mit H,SO, bis schwach kongosauer versetzt. Nun wurde 
3mal mit Chloroform ausgeschiittelt, das Chloroform durch zwei 
trockene Faltenfilter filtriert und sofort auf 3 ccm eingedampft. 
Nun wurde in 50 ccm Petrolither gegossen, wobei der groBte Teil 
des Reduktionsproduktes ausflockte. Filtriert, das schwach gelb 
vefirbte Filtrat eingedampft, der letzte Rest im Vakuum. Der 
hellgelbe krystallisierte Riickstand wurde aus KEssigester um- 
krystallisiert. GroBe, scharfkantige Rhomboeder. Schmelzp. 202 
bis 2049, Mischschmelzpunkt mit Mesobilirubinogen (192—194°) 
unscharf bei 194—198°. 

Amalgamreduktion des Ferrobilins. Aus 0,2 g Ferro- 
bilin wie zuvor. Aus Kssigester zu Drusen vereinigte Nadelbiischel 
vom Schmelzp. 194—195° Mischschmelzpunkt mit Mesobili- 
rubinogen (192—194°) gab keine Depression. 

Glaukobilin mit Zinkstaub. 0,1 g Glaukobilin wurde in 
6 ccm Methylalkohol mit etwas Zinkstaub unter RickfluB gekocht. 
Die urspriinglich reinblaue Lésung wurde im Verlauf von 4 Stunden 
selblich griin; an den Winden hatte sich ein gelber Koérper ab- 
zeschieden. Nach dem Erkalten wurde vom gelben Korper und 
vom Zinkstaub abfiltriert, mit Methylalkohol nachgewaschen, 
ler Riickstand mit warmem Chloroform ausgezogen, filtriert, die 
(hloroformlésung zur Trockene eingedampft. Zuriick blieb ein 
licker farbloser Sirup. Noch einmal in wenig Chloroform geldst, 
mt warmem Methylalkohol versetzt. Nach 24 Stunden krystalli- 
sierten aus der Lésung groBe, ziegelrote Prismen, die an der Luft 
ire leuchtend rote Farbe schnell in Braun verinderten. 


207 


ah 
t 
| 
| 
ie 
- 
< 
is, 
4 
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Mit verdiinnter Sodalésung wurde die Substanz sofort rein 
gelb, es bildete sich ein im iiberschiissigen Na,CO, unldsliches 
Natriumsalz. Dieses wurde abgesaugt, mit wenig H,O in Lésung 
gebracht, mit verdiinnter Essigsiure ausgefallt und sofort in 
Chloroform aufgenommen. Die trockene Chloroformlésung wurde 
auf 1 cem eingeengt, mit heiBem Methylalkohol versetzt. Beim 
Stehen krystallisierten regelmaéBige sechseckige, gelbe Blattchen, 
die sich bei 280—240° schwarz fairbten und bei 280° unter Zers. 
schmolzen. Der Ko6rper ist nun nicht mehr gegen Luft emp- 
findlich. Die Gmelinsche Reaktion war positiv, mit Ehrlichs 
Reagens trat keine Farbung ein. Ausbeute: 0,025 g. 


4,420 mg Substanz gaben 10,020 mg CO,, 2,355 mg H,O. 
3,160 mg 0,252 com N (16°, 715 mm). 
5,675 mg 2,070 mg AgCl. 


CHCl, Ber. C 62,04°/, H 6,30°/, N 8,65, (18,21, 
Gef. ., 61,83 ., 5,96 .,886  ,, 9,02 


Die bisher beschriebenen Versuche hat Herr Dr. Baumgartner 
durchgefiihrt; es folgen nunmehr die Versuche des Herrn Hess.') 

Darstellung von Glaukobilin. I. 0,4g Mesobilirubin 
werden heif in 8 cem konzentrierter Schwefelsiure gelést und 
6 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
gieBt man die blauviolette Lésung auf Kis und stumpft die Siure 
mit Ammoniak so weit ab, daB diese gegen Lackmus eben noch 
sauer reagiert. Nun gibt man noch so viel festes Ammoniumsulfat 
hinzu, daf die Lésung fast gesattigt ist. Nach kurzem Stehen 
saugt man ab und wascht mit Ammonsulfatlésung nach. Der 
Riickstand wird auf dem Wasserbad getrocknet und mit Methy!- 
alkohol extrahiert. Der violette Extrakt wird stark eingeengt. 
Nach lingerem Stehen saugt man von der Krystallisation ab und 
spilt mit Methylalkohol nach. Diese besteht aus 2 Krystall- 
formen, aus 6seitigen Prismen und aus Nadeln. Durch 2maliges 
Umkrystallisieren aus Sprit besteht sie nur noch aus blaugriinen 
Nadeln, die bei 220° unter Zersetzung zu einer festen Masse z1- 
sammensintern, die bei 300° unter Zersetzung schmilzt. Die 
Analyse ergab folgende Werte: 

4,775 mg Substanz gaben 11,585 mg CO,, 2,630 mg H,O. 


4,285 mg 0,363 com N (16°, 708 mm). 
Ber. C 67,53°/, H 6,71°/, N 9,56°/, 
Gef. ,, 66,17 » 6,16 »» 9,32 *) 


1) Vgl. Dissertation, Techn. Hochschule Miinchen 1930. 

2) Die Analysen sind nicht gut mit dieser Theorie im Einklang, weshialb 
wir friiher Formeln mit 7 Sauerstoffatomen in Betracht gezogen haben; jedoch 
stimmen die Analysen des Glaukobilins anderer Darstellungsart auch nicht 
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Uber Ferro- und Glaukobilin. 909 


Durch Veresterung der Mutterlaugen wird noch eine weitere 
Menge krystallisierter Substanz gewonnen. Die methylalkoho- 
lischen Lésungen werden mit trockenem Salzsiiuregas ge- 
sittigs und 10 Minuten gekocht. Nun gieBt man auf Kis, macht 
mit verdimnter Natronlauge schwach alkalisch und saugt ab. 
Nach dem Auswaschen und Trocknen lést man in Chloroform, 
filtriert, engt auf ein kleines Volumen ein und versetzt mit siedendem 
Methylalkohol. Zur Analyse noch ein zweites Mal auf dieselbe 
Weise umkrystallisiert, erhalt man den Ester in blauen Nadeln 
vom Schmelzp. 222°. 

4,510 mg Substanz gaben 11,300 mg CO,, 2,795 mg H,0. 


4,717 mg - » 11,79 mgCO,, 2,95 mg H,0O. 
2,959 mg - ‘i 0,251 cem N (15°, 726 mm). 
4,280 mg - i 0,353 com N (20°, 722 mm). 
4,480 mg - - 3,46 mg AgJ. 
Ber. C 68,37°9/, H 6,899/, N 9,12°/, 20OCH, 10,22°/, 
Gef. ., 68,33 ., 6,93 . 9,60 » 10,20 
” 68,19 7,00 9,13 


Sowohl Glaukobilin als auch der Ester lésen sich mit blauer 
'arbe in den meisten organischen Lésungsmitteln. Diese Lésungen 
sind spektroskopisch durch einen scharfen Streifen von etwa 
700—680 charakterisiert. Der iibrige Teil des Spektrums ist stark 
aufgehellt. Der Streifen ist jedoch nur mit einem Prismenspektro- 
skop gut zu erkennen. Die gebrauchlichen Gitterspektroskope 
lésen im &uBersten Rot zu wenig auf. 

II. 0,1 g Mesobilirubin wurde 48 Stunden in 4 cem 100°/,iger 
Ameisensiure gekocht. Ks tritt allmahlich Lésung mit rotvioletter 
Farbe ein, die sich nach Blauviolett vertieft. Nun gieBt man in 
200 cem destilliertes Wasser, stumpft die Siure mit Natronlauge 
ab und filtriert. Das Filtrat ist rot gefairbt mit schwacher Fluo- 
rescenz. Nach dem Trocknen wird der Niederschlag in Methyl- 
alkohol gelést und durch Einleiten von trockenem Salzsiiuregas 
verestert. In der iiblichen Weise aufgearbeitet erhilt man den 
Kster in blauen Nadeln vom Schmelzp. 214°. Der Mischschmelz- 
punkt mit dem Ester aus I gab keine Depression. 

III. 0,1 g Neoxanthobilirubinséure wird in 4 cem 100°/,iger 
Ameisenséure 60 Stunden unter RiickfluB gekocht. Die Lésung ist 
nun blau geworden mit einem kleinen Stich ins Violette. Man gieBt 


besser, dagegen die der Glaukobilinester gut auf die Formel mit 6 Sauerstoff- 
atomen. Wir halten deshalb diese im Verein mit den sonstigen Feststellungen 
fiir gesichert. 
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filtriert nach kurzem Stehen. Das Filtrat ist violett. Der blaue 
Riickstand wird nach dem Trocknen mit Methylalkohol-Salzsiure 
verestert. In tblicher Weise aufgearbeitet erhalt man den Ester 
nach dem Umkrystallisieren aus wenig Pyridin-Ather in blauen 
Nadeln vom Schmelzp. 221°. Der Mischschmelzpunkt mit dem 
blauen Ester nach I gab keine Depression. 


Darstellung von Ferrobilin. 0,1 g Mesobilirubin wird in 
2cem 100°/,iger Ameisensiure durch Zusatz einiger Tropfen 
Bromwasserstoffsiure (48°/jig) heiB in Lésung gebracht. Hierzy 
cieBt man die heiBe, filtrierte L6sung von 0,2 g FeBr, in Ameisen- 
siure und erhitzt etwa 1/, Stunde im siedenden Wasserbad. Nun 
liBt man zur Krystallisation stehen, saugt hierauf ab und spiilt 
mit Ameisensiure-Bromwasserstoff nach. Das Rohprodukt wurde 
aus Sprit unter Zusatz von Bromwasserstoff umkrystallisiert. Das 
Ferrobilin besteht aus feinen, quadratischen Blattchen, welche oft 
verwachsen sind. In der Durchsicht erscheinen sie rein griin. Bei 
langsamer Krystallisation zeigen sie starken violetten bis kupfer- 
farbigen Oberfliichenglanz. Schmelzp. 228°. Die Analyse ergal) 
foleende Werte: 

5,750 mg Substanz gaben 9,210 mg CO,, 2,340 mg H,0, 0,395 mg Fe,0,. 


3,075 mg 0,152 ccm N (19°, 711 mm). 
7,560 mg +“ » 4,52 mg AgBr. 
2,92 mg » 1,21 mg AgJ. 


C,;H,,N,0,° FeBr,- HBr 

Ber. 43,58°/, H 4,65°/, N 5,60%/, Fe 5,48°/, Br 31,38°/, 20C,H, 8,84", 
Gef. ,, 43,69 4,58 5,41 4,80 », 25,44 

Ferrobilin lést sich in den meisten organischen Solventien mit 
smaragdgriiner Farbe. Diese Lésungen zeigen mit dem Prismen- 
spektroskop um 680 my einen scharfen Streifen. Der blaue und 
griine Teil des Spektrums ist stark aufgehellt. Eimige Milhgramm 
des Ferrobilins wurden mit Natriumamalgam reduziert. Das so er- 
haltene farblose Produkt zeigte sowohl positive Ehrlichsche 
Aldehydreaktion, als auch starke Fluorescenz mit alkoholischer 
Zinkacetatlosung. 

Ferrobilin aus Neoxanthobilirubinsdure. Man bringt 
0,1 g Neoxanthobilirubinséure in 2 ccm 100°/jiger Ameisensiure 
durch Zusatz von 3 Tropfen Bromwasserstoffsiiure (48°/jig) in 
Lésung und versetzt mit 2 ccm einer filtrierten Lésung von Febr, 
in Ameisensiiure. Man erhitzt 1 Stunde im siedenden Wasserba(. 
laBt erkalten und saugt die violetten, in der Durchsicht griinen 
Krystalle ab. Schmelzpunkt derselben 280° unter Zersetzung. 
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Beitrage zur Kenntnis des physiologischen Verhaltens 
der Triosen und ihnen nahestehender Verbindungen. 


Il. Mitteilung. 
Vermehrung des Leberglykogens nach Verfiitterung von Glycerinaldehyd. 


Von 


R. Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Februar 1932.) 


In der vorhergegangenen Mitteilung!) wurde iiber die Ver- 
mehrung des Leberglykogens bei hungernden weifen Ratten nach 
Verfiitterung von Methylglyoxal berichtet. Von den beiden Tri- 
osen ist in dieser Hinsicht nur das Dioxyaceton von Cori?) unter- 
sucht worden; es schien uns daher von Interesse, auch den Gly- 
cerinaldehyd auf seine Fahigkeit zur Glykogenbildung in der Leber 
zu priifen. 


Nach Smedley’) war Glycerinaldehyd, wenn er 3—4 Stunden mit 
Leberbrei in Beriihrung gestanden hatte, nicht mehr nachweisbar; Parnas‘) 
fand bei Durchstrémung der Schildkrétenleber mit Glycerinaldehyd eine 
Glykogenvermehrung; Embden, Schmitz und Wittenberg®) wiesen in 
Leberdurchblutungsversuchen am Hunde einen Ubergang in d-Sorbose nach; 
nach Sansum und Woodyatt*®) kann bei Diabetikern und phlorrhizinierten 
Hunden, die durch Adrenalin glykogenfrei gemacht worden sind, Glycerin- 
aldehyd in Glucose iibergehen; die ersten Versuche am Diabetiker mit Glycerin- 
aldehyd wurden schon von Blumenthal und Neuberg’) gemacht, welche 
allerdings, vielleicht infolge zu geringer Dosierung, keinen sicheren Ausschlag 
gaben. 

Glycerinaldehyd behebt nach den Angaben von Hewitt und Reeves‘) 
die durch Insulin erzeugte Hypoglykamie bei Maéusen und Ratten nicht und 
wirkt nach Sansum und Woodyatt®) toxisch. 


Auf Grund der Befunde von Parnas, Kmbden und Mit- 
arbeiter, sowie von Sansum und Woodyatt war daher nach 
Verfiitterung von Glycerinaldehyd eine Vermehrung des Glykogen- 
gehaltes der Leber zu erwarten. Unsere Versuche an weiBen, 
hungernden Ratten ergaben, da8 3 Stunden nach Verabreichung 
von 0,2—0,8 ¢ inaktiven Glycerinaldehyd pro 100g Koérper- 
zewicht ein starker Anstieg im Glykogengehalt der Leber zu beob- 
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212 R. Stéhr, 
achten war (Mittelwert: 0,792 g-°/, fiir 100 g Leber gegeniiber 
(),051 g-°/, bei den Kontrollen). 

Der Blutzucker lieB kein gleichmaBiges Verhalten erkennen; 
er blieb entweder unverandert oder zeigte starke Anstiege; wir 
wollen daher diese Frage unter geeigneteren Versuchsbedingungen 
spiter nochmals behandeln. Fir die Bestimmung des nicht resor- 
bierten Glycerinaldehyds im Magen und Darm verwendeten wir 
das Phosphor-Molybdanreagens nach I[*olin®); mit Hilfe dieses 
Reagens war Glycerinaldehyd im Blut 3 Stunden nach der Ver- 
fiitterung im allgemeinen nicht mehr nachweisbar. 


Experimenteller Teil. 


A. Versuchsanordnung. 

Uber Versuchsmaterial, Versuchsanordnung und Behandlung der Kon. 
trolltiere vergleiche den Abschnitt: Versuchsanordnung der Arbeit: Das 
Ketol (C,H, als Glykogenbildner.!°) Glycerinaldehyd (inaktiv): Kahl- 
baumsches Praparat. 

B. Methodik. 


Verdiinnte Glycerinaldehydlésungen geben, wie schon Spoehr 
und Strain!) gezeigt haben, ahnlich dem Dioxyaceton!*) und 
dem Methylglyoxal?) beim Erhitzen mit Phosphor-Molybdansaure- 
reagens nach eine Blaufirbung, die auf Zusatz von 
KMnO, verschwindet; Spoehr und Strain fanden, daB 1 mg 
Glycerinaldehyd nach 15 Minuten langem Erhitzen mit diesem 
Reagens 5,81 ccm n/100-KMnO, verbrauchen, was wir bestatigen 
kénnen. An Stelle des genannten Reagens verwendeten wir das 
andere Phosphor-Molybdansaurereagens nach Folin®); demnach 
entsprachen einem Milligramm Glycerinaldehyd 6,25 cem n/100- 


KMnQ,. 


Zur Ausarbeitung der Methodik bereiteten wir uns Testlésungen ver- 
schiedener Starke; 2 ccm dieser Lésungen wurden jeweils in einem Reagenzglas 
mit 2 cem des Reagens nach Folin versetzt, gut durchgemischt, 15 Minuten 
im kochenden Wasserbad erhitzt, gekiihlt und mit n/100-KMnO, unter sehr 
gutem Umschiitteln auf farblos titriert. Der Farbumschlag ist gut erkennbar; 
ein Uberschu8 von KMnO, muB vermieden werden, da derselbe die Feststellung 
des Endpunktes der Titration unmdéglich macht und infolge der weiteren 
Oxydation der entstandenen Zwischenprodukte bald verschwindet; bei einem 
Verbrauch von mehr als 1 cem n/100-KMnO, empfiehlt es sich, etwas verdiinnte 
Schwefelsiure zuzusetzen. 

Die Reduktion des Phosphor—Molybdansiurereagens erfolgte nicht ganz 
linear der Konzentration des Glycerinaldehyds; bei niedrigen Konzentrationen 
wurden etwas héhere Werte erhalten als der Berechnung entsprach; die an- 
schlieBende Tabelle gibt bei verschiedenen Konzentrationen des Glycerinalde- 
hyds den Verbrauch an n/100-KMnQ, nach 15 Minuten langem Erhitzen wieder: 
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2 ccm einer Lésung von 
2, 5mg-°/y Glycerinaldehyd verbrauchen 0,34ccem n/100-IKMnQ,; ber. 0,31 cem 


10 mg-9/9 1,25ceem 1,25 com 
2) mg-°/o 2,49ccem 2,50 com 
40 mg-°/o 5,00cem 5,00 cem 


Der Wert von 1,25 ccm n/100-KMnO, wurde als Geundiags der Be- 
rechnung genommen; demnach entsprechen 1 mg Glycerinaldehyd nach 
15 Minuten langem Erhitzen mit dem Folinschen Phosphor—Molybdansiure- 
reagens 6,25 com n/100-KMnQ,. 

Der Einflu8 der Dauer des Erhitzens auf den KMn0Q,-Verbrauch ist aus 
der nachfolgenden Tabelle ersichtlich: 

2ccm einer Lésung von 5 mg-°/, Glycerinaldehyd verbrauchen nach: 

5 Minuten langem Erhitzen 0,50 n/100-KMnO, 


10 0,65 ccm 
25 0,67 ccm 


Die Anwesenheit von Glucose beeinfluBt die Nadine des Glycerin- 
aldehyds nicht; Glycerinaldehyd in verschiedenen Konzentrationen Glucose zu- 
vesetzt konnte innerhalb der Fehlerquellen quantitativ wiedergefunden werden. 

Die Methode bot einen einfachen und raschen Weg zur Be- 
stimmung des nichtresorbierten Glycerinaldehyds im Magen- und 
Darmtrakt, sowie zur Entscheidung der Frage, ob Glycerinaldehyd 
nach 8 Stunden im Blut neben Zucker noch nachweisbar war. 
Das Blutplasma wurde nach Folin-Wu mit Na-Wolframat und 
?',-n-Schwefelsiure enteiweiBt und davon 2 ccm zur Bestimmung 
mit dem Phosphor-Molybdanséurereagens verwendet. Es wurde 
regelmaBig fir 2 com Folin-Wu-Filtrat 0,08 cem n/100-KMn0O, als 
Blindwert in Abzug gebracht. 

Den Blutzucker bestimmten wir nach Folin®) colorimetrisch; 
hei Anwesenheit von Glycerinaldehyd im Blut stellte der colori- 
metrisch bestimmte Wert die Gesamtreduktion (Blutzucker und 
Glycerinaldehyd?), ausgedriickt in mg-°/, Glucose dar. Die Be- 
stimmung des Reduktionswertes von Glycerinaldehyd nach der 
colorimetrischen Methode von Folin ergab, da8 eine 100 mg-®/,ige 
Glycerinaldehydlésung genau so stark reduziert wie eine 112 mg- 
Glucoselésung; die anschlieBende Tabelle zeigt, die An- 
wesenheit von Glucose die colorimetrische Bestimmung von Gly- 
cerinaldehyd nicht beeinfluBt. 

Bei Anwesenheit von Glycerinaldehyd erfolgte die Berech- 
nung des Blutzuckers auf die Weise, daB der auf titrimetrischem 
Wege ermittelte Gehalt an Glycerinaldehyd, ausgedriickt in mg-°/), 
nach der Gleichung: 100 mg-°/, Glycerinaldehyd = 112 mg-°/, 


| 
‘Wea 
7 
er 
. 
Ir 
r 
- 
as 
| 
| 
* 


214 


R. Stéhr, 


Tabelle 1. 


Colorimetrische Bestimmung des Glycerinaldehyds neben Glucose 


in waBrigen Lésungen. 


Vorgelegt 2 ccm 
einer Lésung ent- 
sprechend*) 
100 mg-°/, Glucose 


Glycerinaldehyd (berechnet als mg-°/, 
Glucose nach der Gleichung: 100 mg-°/, 
Glycerinaldehyd = 112 mg-°/, Glucose) 

= Gesamtreduktion (ausgedriickt in 
mg-°/, Glucose) — 100 mg-°/, Glucose 


Theoretischer 
Wert 


(berechnet als 


Glucosestandard : | Glucosestandard: /p Glucose) 


und mg-°/, Glycerin-} 


aldehyd 100 mg-°/, 200 mg-/y 
50 52 | 
100 ov 110 112 
200 aa: 224 224 


*) Die in der Tabelle angefiihrten Zahlen beriicksichtigen die Ver. 
diinnungsverhiltnisse im Folin-Wu-Filtrat; die absolute Konzentration ist 
daher 10mal so klein. 

Glucose auf mg-°/, Glucose umgerechnet und von der Gesamt- 
reduktion abgezogen wurde; der so erhaltene Wert entsprach dem 
Blutzucker. 

Zur Bestimmung des nicht resorbierten Glycerinaldehyds 
wurden Magen und Darm zerkleinert, mehrmals auf der Zentri- 
fuge mit Wasser gewaschen und im 100 cem-MeBkolben nach 
Folin-Wu enteiweiBt; das Filtrat wurde 1:10 verdiimnt und 
davon 2 ccm zur Bestimmung verwendet (Abzug fiir Blindwert: 
0,07 n/100-KMn0O, fiir 2 cem des verdiinnten Folin-Wu-Fil- 
trates). Uber die Bestimmung des Glykogengehaltes der Leber 
vgl. den Abschnitt: Methodik im experimentellen Teil der Arbeit: 
Das Ketol (C,H,)03) ein Glykogenbildner.1°) Der Harn wurde 
in der Vor- und Versuchsperiode getrennt gesammelt, auf 10 ccm 
verdiinnt und damit die nachstehenden Reaktionen ausgefihrt: 
reduzierende Substanzen: Zuckerreagens nach Benedict; Aceton- 
kérper: Nitroprussidreaktion nach Rothera; EiweiB: Sulfo- 
salicylsiure und Kaliumferrocyanid. 


C. Tierversuche. 

Die Belastungen mit Glycerinaldehyd muBten aus Material- 
riicksichten an weiblichen Tieren durchgefiihrt werden, die, wie 
die Kontrolltiere, 32 Stunden gehungert hatten; Versuchs- und 
Kontrolltiere waren gleich alt, unter den gleichen Lebensbedin- 
gungen aufgewachsen und wurden innerhalb einer Woche in die 
Versuche eingestellt. Der Glykogengehalt der Leber bei sechs 
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weiblichen Kontrolltieren betrug im Durchschnitt 0,051 g-°/) fiir 
100 g Leber. Die anschlieBende Tabelle gibt die Verinderungen 
im Glykogengehalt der Leber 3 Stunden nach Verfiitterung von 
(ilycerinaldehyd wieder. 


nach Verfiitterung von Glycerinaldehyd an weiBe hungernde Ratten. 
(Glykogengehalt der Kontrollen: Mittelwert 0,051 g-°/,.) 


Tabelle 2. 
Verinderungen des Glykogengehaltes der Leber 3 Stunden 


Vorperiode Versuchsperiode 

| Glycerinaldehyd = | Blut 

% 5 verfiittert | 

Bele | BE | Be) 

mB | mB | ms | ms | mele 

22 102 | 300 420| 98 322 0,491 | 168 10 |+ 66) ++ 

102 300 | 450 | 292 | 158 | 0,926 | 98 | 4] (4) 

22 — | 200 | 280 146 | 134 | 0,438 

21 96 | 200 | 300| 186 | 114 1,012 98 0 2] 

Ms 21. 101 | 200 | 300 | 180 | 120 | 0,366 | 118 0 17| O 

0 23; — |200| 320! 75 | 245| 1,519 | 162 | 0 | kein Harn 
| 0,792 *) | 


*) Mittelwert. 


positiv; +-++ sehr stark positiv; — nicht gemacht. 


ind 5) oder zeigte Werte, die weit itber der Norm lagen (Ratte 


Diskussion der Versuche. 
Wahrend der dreistiindigen Versuchs- 


1. Resorption: 
periode ist im allgemeinen weniger als die Halfte der gegebenen 
Menge Glycerinaldehyd resorbiert worden (Ausnahmen: Ratte 
\r. 1 und 6); mit Riicksicht auf die bei den Tieren Nr. 2—6 beob- 
achtete Diarrhée teilen wir diese Zahlen nur mit Vorbehalt mit. 
2. Leberglykogen: Die Verfiitterung von 0,2—0,3 g Gly- 
ceraldehyd pro 100 g Koérpergewicht gab nach 3 Stunden einen 
‘tarken Anstieg des Leberglykogens (Mittelwert: 0,792 g-°/, fiir 
100 ¢ Leber gegeniiber 0,051 g-°/, bei den Kontrollen). 
3. Blutzucker: Der Blutzucker lieB kein gleichmaBiges Ver- 
ialten erkennen; er blieb entweder unveriindert (Ratte Nr. 2, 4 


\r. 1, 8 und 6). 


Zeichenerkliarung: 0 nicht anwesend; (+) schwach 
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4. Glycerinaldehyd: Glycerinaldehyd war im Blut 3 Stun. 
den nach Verfiitterung mit Hilfe des Phosphor-Molybdansiure. 
reagens nach Folin im allgemeinen nicht mehr nachweisbar (Aus. 
nahmen: Ratte Nr. 1 und 3, bei denen eine Reduktion gefundey 
wurde, die auf Glycerinaldehyd umgerechnet dem in der Tabell 
eingesetzten Wert entspricht). 

5. Harn: Der Harn war in der Vorperiode frei von reduzieren- 
den Substanzen, Aceton und Eiweif; in der Versuchsperiode zeigt: 
nur der Harn bei den Ratten Nr. 1 und 2 Reduktion; die Probe 
auf EKiweiB und Aceton war negativ. 

6. Klinische Erscheinungen: Alle Tiere fihlten sich sicht- 
lich unwohl, schreckten leicht zusammen und suchten sich zu ver- 
kriechen; die Ratten Nr. 1 und 2 zeigten Temperaturabfall; die 
Tiere Nr. 2—6 reagierten auf den Aldehyd mit mehr oder minder 


starker Diarrhoe. 
Zusammenfassung. 


Die Verfiitterung von 0,2—0,3 g Glycerinaldehyd pro 100 ¢ 
K6rpergewicht an weiBe hungernde Ratten erhdhte den Gly. 
kogengehalt der Leber betrachtlich (Mittelwert: 0,792 g-°/, fiir 
100 g Leber gegeniiber 0,051 g-°/, bei den Kontrollen). 

Der Blutzucker blieb entweder unverdindert oder zeigte starke 
Erhoéhung; Glycerinaldehyd war nach 3 Stunden im Blut in 
allgemeinen nicht mehr nachweisbar. 

Es wurde eine Methode zur Bestimmung des Glycerinaldehyds 
mit dem Phosphor-Molybdansiurereagens nach Folin beschrieben. 
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Uber den nichtproteinen Schwefelgehalt 
der geformten Bestandteile des Blutes. 
Von 


N. Hajdu. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der deutschen Universitat Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1932.) 


Die von [. St. Lorant’), Lorant und Blobner?), Lorant 
Kopetz%) beschriebene neue Mikromethode gestattet Be- 
stimmungen des Gesamtschwefels im Blute mit einer Genauigkeit 
von 6—7 °/, auszufiihren. Wie spiater dargelegt wird, liBt sich 
diese Fehlergrenze unter gewissen Kautelen auf ungefihr die 
Hilfte, somit auf 3—4 °/, herabsetzen. 

Mit dieser Methode fanden Lorant und Kopetz’) fiir den 
Schwefelgehalt des enteiweiBten Vollblutfiltrates bei gesunden 
Menschen Werte, die mit hoher Konstanz um 6,8 mg-°/, herum 
liegen. Ferner untersuchten Lorant, Hajdu und Weil den 
nichtproteinen Schwefelgehalt des menschlichen Blutserums und 
Plasmas und fanden fiir denselben Werte, die regelmaBig 2,5 mg-°/, 
hetragen.*) 

Vergleicht man diese Zahlen mit jenen, die z. B. fiir Rest N 


| oder Zucker in Serum und Plasma einerseits, im Vollblut ander- 


seits gefunden wurden, so fallt zuniichst der groBe Unterschied 
in der Hohe des Vollblutschwefels zu der des Plasma- bzw. Serum- 
schwefels auf. 


Vollblut Serum und Plasma 
Rest N. . ... 20 — 40 mg-°,* 20 — 40 mg-°/, 
Blutzucker . . ....{ 70 —110 *) 70 —110_ 
65— 7,4 ,, 21— 26 ,, 


Der Unterschied wird noch auffilliger, wenn man den ge- 
samten nichtproteinen Schwefelgehalt der Blutkérper mit dem des 


*) Meist etwas geringer, als die entsprechenden Werte fiir Plasma und 
Serum. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVI. 15 


|| 
Te. 
Us- 
4 
ht- 
er 
di — 
ler 

ly-& 
J 
fiir 

‘ke 
Mm 
“ds 
3), 
ich = 


218 N. Hajdu, 


Plasmas vergleicht. Es sei ein Normalfall gewahlt mit 45 Vo- 
lum-°/, Formelementen und 55 Volum-°/, Plasma. Die in 10 ccm 
Blut enthaltenen 680 Mikrogramm Schwefel setzen sich zusammen 
aus der Summe von Plasmavolum x Plasmaschwefel und Form- 
elementevolum xX Formelementeschwefel: 

680 y = 5,5 x 257+45 x F 
F (Formelemente-S) = 120,5. 

Wihrend also 1 ccm Plasma 25 y 8 enthilt, sind in 1 ccm 
Formelementen 120,5 S enthalten. 

Diese groBe Differenz stimmt mit der bekannten Tatsache 
iiberein, da’ in den Formelementen ein oder mehrere nichtproteine 
S-haltige Substanzen vorhanden sind, — man denke nur an Glut- 
athion und Ergothionein, — die mit den S-haltigen Kérpern des 
Plasmas in keinem Gleichgewicht stehen. Unter anderen betont 
auch Gabbe in seiner letzten Mitteilung die besondere Bindung 
der Sulfhydrilgruppen an die Blutkérperchen.5) DaB ein grofer 
Teil des nichtproteinen S-Gehaltes der Formelemente aus den- 
selben mit physiologischer Kochsalzlésung nicht auswaschbar ist, 
kann auch ich an Hand der hier mitgeteilten Untersuchungen 
bestiitigen. Nach denselben besteht der S-Gehalt der Formelemente 
aus einem diffundiblen und einem nichtdiffundiblen Anteil, wobei 
der nichtdiffundible Teil in einem konstanten Verhiltnis zur Zahl 
der roten Blutkérper zu stehen scheint. 

In einer friiheren Arbeit*) wurden bereits die Griinde dar- 
gelegt, die uns berechtigen, den nichtdiffundiblen S-Gehalt der 
Blutkérper schlechtwegs zur Ginze auf Glutathion zu beziehen. 
Die Konzentration des. nichtdiffundiblen S (auf das Blutvolum be- 
rechnet) wurde von mir um 5 mg-°/, herum gefunden, was 50 mg-°/, 
reduziertem Glutathion entspricht und mit den Befunden von 
Hunter und Eagles gut iibereinstimmt.*) Es ergab sich ferner, 
daB diffundibler S in den Formelementen in einer Konzentration 
vorhanden ist, die 50—60 °/, der Plasmaschwefelkonzentration 
betrigt. Von den in 1 ccm Formelementen enthaltenen 120 7 $ 
(vgl. oben) sind somit ungefihr 13 y diffundibel, und 107 y nicht- 
diffundibel, wihrend Hunter und Eagles in 100 ccm Blutkérper- 
chen 100—120 mgr Glutathion gefunden haben.’) 


I, 
Nachdem vorangehende Versuche gezeigt hatten, daB nach 
mehrmaligem Waschen der Blutkérper mit physiologischer Koch- 
salzlésung die Waschflissigkeit endlich S-frei bleibt, — der diffun- 
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dible S sich somit quantitativ auswaschen liBt, — wurde bei sechs 
gesunden Personen nach 12 stiindiger Karenz der Gehalt des Blutes 
an nichtdiffundiblen Formelemente-S bestimmt. Die Versuchs- 
anordnung war folgende: 

Kine geeichte Recordspritze wird mit S-freiem Wasser ge- 
waschen und mit Natriumoxalat beschickt, bis sich ein diinner 
Wandbelag bildet. Mittels Venenpunktion entnimmt man der Ver- 
suchsperson 10 ccm Blut und fillt es in eine Zentrifugierréhre. 
Letztere ist mit emem eingeschliffenen Stépsel versehen, um das 
Umschwenken zu erméglichen, und ist zur Nachpriifung der Blut- 
menge auf 10 ccm geeicht. Man zentrifugiert 30 Minuten lang, 
mit 2500—3000 Touren pro Minute, bis sich die Blutkérper mit 
einer hauptsichlich aus weifen Blutkérpern und Blutplittchen 
bestehenden Grenzschicht scharf vom Plasma absetzen. Mit einer 
fein ausgezogenen und am Ende hikchenférmig umgebogenen 
Pipette wird das Plasma abgehoben, wobei peinlichst geachtet 
wird, daB keine Formelemente verlorengehen. Man fiillt nun 
S-freie physiologische Kochsalzlésung auf, soweit das Volum der 
Zentrifugierréhre es erlaubt, setzt den mit der Kochsalzlésung 
befeuchteten Stépsel auf und schwenkt mehrere Male vorsichtig 
um, bis sich die Formelemente auf die ganze Waschfliissigkeit 
verteilen. Die Réhre wird dann 30 Minuten stehen gelassen, bis 
ein Diffusionsgleichgewicht sich einstellt, wonach man von neuem 
30 Minuten lang zentrifugiert, abhebt, neu auffillt und stehen liBt. 
Diese Manipulation wiederholt man 6 mal, so dab im ganzen 7 mal 
zentrifugiert wird und die Blutkérper 6 mal je eine halbe Stunde 


| lang in physiologischer Kochsalzlésung stehen bleiben: bei der 


Kontrolle fand ich die sechste, oft bereits die fiinfte Wasch- 
fliissigkeit S-frei. Versuche, bei denen die Waschfliissigkeit Zeichen 
der Himolyse aufweist, sind zu verwerfen. 

Nach dem letzten Zentrifugieren und Abheben der Wasch- 
fliissigkeit spilt man die derart gewaschenen Formelemente mit 
S-freiem destilliertem Wasser in einen 50 ccm-Zylinder, fiillt auf 
40 com auf und wartet 20—30 Minuten, bis komplette Himolyse 
eingetreten ist. Nun wird der Zylinderinhalt mit 10 ccm 20°/, iger 
Trichloressigsiure versetzt, umgeschiittelt, 25 Minuten stehen ge- 
lassen, filtriert und im eiweiffreien Filtrat der S bestimmt. Da 
urspriinglich 10 ccm Blut zur Verwendung gelangten, entsprechen 
dcem Filtrat 1 cem Blut. 

Gleichzeitig mit der Blutentnahme zur Bestimmung des nicht- 
diffundiblen Formelementen-S wurde auch Blut zur Bestimmung 
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des Vollblut- und Plasma-S entnommen. 


N. Hajdu, 


Die Methodik ist in 


Arbeiten von Lorant und Mitarbeiter beschrieben. Aus Griinden, 

die spiiter erértert werden, habe ich auch Hiimatokrit und Zahl 

der roten Blutkérper bestimmt. 
Die Ergebnisse sind folgende: 


Tabelle I. 
diana. |, Volum 
Vollblut-S | Plasma-8 | por | der Form- Zahl | Bemer- 
in mg-°/) | in mg-/) | mente-S elemente der Bk. | kung 
in mg-°/, in %/, 
M. 0. | 6,90 2,81 4,95 
7,03 2,62 4,90] 41 42 | 4,580000]9 22 J. 
7,00 2,55 4,95 
F. H.*) | 7,77 2,63 5,86 
7,40 2,52 5,66] 53 54 | 5,500000] 27 J. 
1.32 2,55 5,54 
L. V. | 6,92 2,40 4,95 
67 | 288 41 41 | 4,600000] 9 22 J. 
6,67 
W. J. | 7,12 2,70 5,83 
7,21 2,46 5,25] 49 51 | 5,000000] 21 J, 
7,12 2,44 5,33 
A. A. | 6,80 2,17 4,81 
2,16 4,95] 47 47 | 4,460000]% 21 J. 
6,67 2,02 4,90 
F. W. | 7,02 2,53 5,08 
7,18 2,39 5,201 50 50 | 4,900000| ¢ 29 J. 
6,90 2,30 5,85 
Il 


Um den diffundiblen Anteil des nichtproteinen S-Gehaltes 
der Blutkérper zu bestimmen, stehen uns zwei Methoden zu Ge- 
bote: eine direkte, experimentelle, und eine indirekte, rechnerische. 

Bei der ersteren geht man zuniichst ebenso vor, wie bei der 
Bestimmung des nichtdiffundiblen Anteiles. Nach dem ersteu 
Zentrifugieren pipettiert man jedoch bloB 4 ccm Plasma ab und 


*) Nach einjihrigem Gebirgsaufenthalt geringe kompensatorische Poly 
zythiimie. 
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ersetzt sie mit genau 4 ccm physiologischer Kochsalzlésung, so dab 
das Gesamtvolum auch weiterhin 10 ccm bleibt. Die 4 com Plasma 
werden in einen 20 ccm-MeBzylinder gefiillt, mit S-freiem H,O 
auf 16 com verdiinnt und mit 4 ccm Trichloressigsiure versetzt. 
Im eiweiBbfreien Filtrat wird der S bestimmt (die Menge des- 
selben pro Kubikzentimeter Plasma betrage s, y). In ahnlicher 
Weise geht man nach jedem weiteren Zentrifugieren vor und 
erhilt so Werte, die ich im folgenden mit s,, s,,...8, bezeichne. 
Es geniigt neunmal zu zentrifugieren. Die Berechnung gestaltet 
sich folgendermaBen: 

wobei h = Plasmavolum in 10 cem Blut und 


x =der in den Formelementen von 10 ccm Blut ent- 
haltene diffundible S. 


Zwei solche Versuche seien hier angefiihrt: 


+s) —s,Xh=a@, 


8, | S | 8 | & | | S87 | 83 8% x | in ccm 


6 
5,8 


I.M. | 21,0 


23,8 


50,0 


9,0] 4,7 | 2,5 
2,1 67,1 


2,4 12,0 11,7 10,7 | 0 
10,6] 8,3 | 2,1 | 1,8 


1,7 
W. W. 11,2 ]0,5]0 | 0 


Wird zugleich Vollblut-S nichtdiffundibler Form- 
elemente-S bestimmt, so eignet sich dieses Vorgehen vorziiglich 
zur Kontrolle der gesamten Methodik. Denn 4 x (s, + 5, + +--+,) 
+ 10x F soll geben 10 x V, wobei F = nichtdiffundibler Form- 
elementen-S pro Kubikzentimeter und V = Vollblut-S pro Kubik- 
zentimeter. Die Werte fiir obige zwei Fille sind folgende: 


Tabelle II 
Nicht- 
ollblut-S | Plasma-S; der Form- Zahl | Bemer- 
in mg-°/, | in mg-°/, weemerone elemente | der Bk. 
in mg-°/, in “le 
I.M. | 6,48 2,10 4,92 
6,54 2,10 4,83 
6.65 6,61] 72,10 4,15 4,83 39 41 
6,82 _ 4,84 
W. W. | 6,84 2,42 4,71 
6,64 | \ 4,92] 46 47 | 4,800000 
5,05 


*) Vgl. Himatokritbestimmungen. 
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Fiihrt man die Rechnung aus, so findet man im ersten Fall 
659 y statt 661 7, im zweiten Fall 685 statt 664 7. 

Indirekt liBt sich der diffundible S-Gehalt der geformten 
Bestandteile aus den Werten fiir Vollblut-, Plasma- und nicht- 
diffundiblen Formelemente-S berechnen. Man nehme z. B. Fall | 


aus Tab. I: 


10 cem Vollblut enthalten . . ...... 10378 
*)5,8cem Plasma enthalten . ..... . . 15278 


somit die Formelemente in 10 ccm Blut enthalten. 551758 
hiervon nichtdiffundibel (Glutathion) . 490 78 


diffundibel: 6175S 


Die derart berechneten Werte werden in der Kolonne A(Tab. LJ) 
angefiihrt. Interessieren kann weiter der Gehalt von 1 ccm Form- 
elementen an diffundiblen S (die Zahlen sind in Kolonne B ent- 
halten; berechnet werden sie, indem man die Werte von Kolonne A 
durch den Volumanteil der Formelemente an 10 ccm Blut divi- 
diert); ferner die Konzentration desselben in Prozenten der Plasma- 
schwefelkonzentration ausgedriickt (Kolonne C). Die Werte aus 
Tab. I und Tab. IT sind: 


Tabelle III. 


A B C D E F 

| 61 [| 14,5 | 55%, 4,90 4,91 + 

F. H. 58 | 10,7 | 42%, 5,66 | 5,49 ~3 9, 
56 | 136 | 57%, 4,90 | 4,98 + 
W. J. 73 | 14,6 | 59%, 5,25 | 5,82 + 14%, 
53 | 11,8 | 52%, 495 | 4,92 0,6 %, 

F. W. 14 | 148 | 62%, 5,20 | 5,29 + 1,7%, 

I. M. direkt] 50 12,5 59 °/, 
indirekt} 52 | 130 | 62%, alll 
W.W. direkt] 67 | 143 | 60%, 
indirekt] 46 98 | 41%, 8,2 


Da man fiir die Werte von Kolonne C durchschnittlich 55 
annehmen kann, ergibt sich eine einfache Formel zur Errechnung 
des nichtdiffundiblen Formelementen-S aus Vollblut- und Plasma-s: 

k 


*) Vgl. Himatokritbestimmungen. 
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wobei F = nichtdiffundiblen Formelementen-S-Konzentration in mg-°/, 


V = Voliblut-S- 
Pl = Plasma-S- 
k = Volumanteil der geformten Bestandteile in °/,. 
z. B.: F = 7,08 — 2,62 x = 4,91 mg-°/,. 


Von mehr theoretischen Erwigungen geleitet wurde bereits 
in eimer friitheren Arbeit die Méglichkeit der Berechnung des 
.Glutathionschwefels“ aus Vollblut- und Plasma-S_besprochen.‘) 
Die dortselbst noch offengebliebene Frage scheint mir durch 
obige Gleichung hinlanglich beantwortet. 

In der Kolonne D sind die experimentell gefundenen Werte 
fir den nichtdiffundiblen Formelementen-S noch einmal an- 
gefiihrt, ferner in Kolonne E die an Hand der oben gegebenen 
Gleichung berechneten Werte, wihrend in Kolonne F die Ab- 
weichung der letzteren von ersteren in Prozent ausgedriickt ist. 
Wie ersichtlich, entsprechen den groBen Elongationen in der 
Fehlerbreite von Kolonne C nur kleine, und zwar unter 5 °/,, in 
der Kolonne F. Um brauchbare Werte fiir C zu erhalten, war 
es deswegen notwendig, die Fehlergrenze der Methodik auf unter 
)°/, herabzudriicken. Dies gelang mir dadurch, daB ich statt 
je zwei Doppelbestimmungen vier machte und jeweils zwei Blind- 
wertbestimmungen dazwischenschaltete. Um Fehlern bei der 
Blutentnahme zu entgehen, ist die Eichung der Rekordspritzen 
zu iiberpriifen. Auch kann man sich bei der Vollblut-S-Bestim- 
mung frischen Oxalatblutes und einer Pipette bedienen und 
letztere beim Hémolysieren nachwaschen. Ich habe Vollblut- 
filtrate auf beiderlei Arten bereitet, ohne einen Unterschied in 
den Resultaten zu finden. 


Da die Plasma-S-Konz¢atration immerhin Schwankungen 
zwischen 2,1 und 2,6 mg-°/, aufweist, — und zwar sowohl bei 
Kranken wie bei Gesunden, — kann einem die mangelnde 
Konstanz in den Werten fiir Vollblut-S nicht weiter wundern. 
In der Tat konnten Lorant und Reimann in einer bisher un- 
veréffentlichten Arbeit iiber S-Analysen im Blute bei Anaimien 
und Polyzythimien keine feste Beziehung zwischen Vollblut-S 
wid Blutkérperzahl finden. Dagegen scheint mir die Menge des 
nichtdiffundiblen Formelemente-S in konstantem Verhiltnis zur : 
Zahl der roten Blutkérper zu stehen. Gabbe’) und Cam- oy 
panacci®) stellten bereits das Blutglutathion mit der Blut- 
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kérperzahl in Beziehung, fanden jedoch, — dieser fiir Diabetes, 
jener fiir Animien und Vergiftungen, — das Verhiltnis als ein 
wandelbares vor. 

DaB bei Gesunden ein konstantes Verhiltnis zwischen nicht- 
diffundiblen Formelemente-S und Blutkérperzahl besteht, geht 
bereits aus den hier mitgeteilten Zahlen hervor. Jedoch erst 
durch Vergleich der Werte bei Fillen mit abnormen Blutbefund.., 
Oligo- und Polyzythimien, wird das Resultat iiberzeugender, 
Mit dieser Arbeit sind wir derzeit beschiftigt. 


Zusammenfassung. 


In den geformten Bestandteilen des Blutes ist ein Teil des 
nichtproteinen S diffundibel, ein anderer nichtdiffundibel. 

Die Konzentration des nichtdiffundiblen Anteiles ist 4,85 
bis 5,25 mgr in 100 ccm Blut. 

Der diffundible S ist in den Formelementen in einer Konzen- 
tration enthalten, die 55°/, der Plasma-S-Konzentration entspricht. 

Daraus ergibt sich eine Gleichung zur Berechnung des nicht- 
diffundiblen Formelementen-S aus Vollblut- und Plasma-S. 
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